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RESUMO

Cistatinas sdo um grupo de inibidores de cisteino proteases que atuam na regulagdo da
proteolise e estdo presentes em uma ampla variedade de organismos. Estudos sobre essa
classe de inibidores em parasitas tém contribuido para elucidar suas fun¢des na regulagdo de
processos fisiologicos como a digestdo do sangue e a supressdo da resposta imune do
hospedeiro durante a alimentacdo. Por isso, cistatinas sdo um alvo interessante na pesquisa
para o desenvolvimento de novos métodos de controle de parasitas. Além disso, a
caracterizagdo de proteinas compartilhadas por diferentes espécies de parasitas representa
uma estratégia viavel para encontrar potenciais alvos para uma vacina multi-espécie.
Entretanto, as fungdes das cistatinas nos carrapatos permanecem obscuras, especialmente na
espécie Ixodes ovatus. Neste trabalho, foi caracterizado o perfil inibitério de rJplocys2a, uma
cistatina de |. ovatus, para as catepsinas B, C e L. O perfil de inibi¢do enzimatica de
rJplocys2a se mostrou varidvel entre catepsinas envolvidas na digestdo do sangue pelo
carrapato e na evasao da resposta imune do hospedeiro. Além disso, um peptideo baseado
na sequéncia de aminoacidos do inibidor Jplocsy2a (STQ-pep) foi sintetizado e utilizado
para imunizacao de coelhos. O soro anti-STQ-pep foi usado para analisar a antigenicidade
cruzada entre cistatinas dos carrapatos Rhipicephalus microplus e I. ovatus. A analise da
antigenicidade cruzada revelou que anticorpos gerados contra o peptideo sao capazes de
reconhecer cistatinas nativas ¢ recombinante de R. microplus. A habilidade de rJplocys2a de
inibir catepsinas relacionadas a diferentes funcdes sugere multiplas funcdes para esse
inibidor. Os resultados obtidos neste trabalho forneceram bases para outros experimentos

que utilizem esta proteina como antigeno vacinal.



ABSTRACT

Cystatins are a group of cysteine protease inhibitors that act on the regulation of
physiological proteolysis and are present in a wide range of organisms. Researches on this
class of inhibitors in parasites have contributed to clarify their roles in the regulation of
important physiological processes, such as blood digestion and suppression of the host
immune response during blood feeding. Thus, cystatins are a topic of research for the
development of new parasite control methods. Additionally, the characterization of proteins
shared by different parasite species represents a valuable strategy to identify potential targets
for a multi-species vaccine. However, cystatin functions in ticks remain undetermined,
especially in Ixodes ovatus. This work characterized the inhibitory profile of rJplocys2a, an
I. ovatus cystatin, to cathepsins B, C, and L. The enzymatic inhibition profile of Jplocys2a
shows a distinct modulation of cathepsins related to tick blood digestion and evasion of host
immune response. In addition, a peptide from Jplocys2a amino acid sequence (STQ-pep)
was synthesized and used for rabbit immunization. Anti-STQ-pep serum was used to analyze
the cross-antigenicity between Rhipicephalus microplus and I. ovatus cystatins. Cross-
antigenicity assays revealed that antibodies against the Jplocys2a peptide are able to
recognize native and recombinant R. microplus ticks cystatins. The ability of rJplocys2a to
inhibit cathepsins related to different functions suggests multiple roles for Jplocys2a. The
results obtained in this work provided basis for further experiments using this protein as a

vaccine antigen.



1 INTRODUCAO
1.1 O carrapato
1.1.1 O carrapato Rhipicephalus microplus

O carrapato Rhipicephalus microplus ¢ um acaro que pertence a classe Arachnida,
ordem Acarina e familia Ixodidae. Os carrapatos desta familia também s3o denominados
“carrapatos duros” pois possuem uma estrutura quitinosa presente em grande parte da face
dorsal do macho adulto e em uma pequena parte na fémea (SONENSHINE, 2013). Até 2003,
esta espécie pertencia ao género Boophilus, a partir deste ano, analises moleculares ¢
morfologicas permitiram a reclassificagdo da espécie para o género Rhipicephalus
(MURRELL & BARKER, 2003). O R. microplus é originrio da India e foi amplamente
disseminado entre as regides tropical e subtropical do globo, onde as condi¢des climaticas
favorecem o desenvolvimento da espécie (ESTRADA-PENA et al, 2006). Diferengas
morfologicas e genéticas entre cepas de R. microplus tem sido descritas na literatura e, apesar
de opinides divergentes entre os autores, ¢ sugerido que os carrapatos reconhecidos como R.
microplus do sul da Africa e da Australia sejam espécies diferentes (LABRUNA et al, 2009).

Os carrapatos possuem um estilo de vida hematéfago, por isto, parasitam
vertebrados durante a fase de alimentag@o. O R. microplus ¢ um carrapato monoxeno, pois
necessita de apenas um hospedeiro para completar seu ciclo bioldégico (SONENSHINE,
2013). Muitos carrapatos alimentam-se em um grupo especifico de vertebrados, para R.
microplus o bovino é o hospedeiro preferencial, no entanto, pode, eventualmente, completar
seu ciclo no cavalo e em outros ruminantes como a ovelha e o veado e o bufalo (POPARA
et al, 2013; GARCIA et al, 2014).

O ciclo de vida do R. microplus ¢ dividido em duas fases: fase de vida livre e

parasitaria. Na fase de vida livre a fémea ingurgitada, denominada tele6gina, procura um
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local apropriado no ambiente para realizar a postura dos ovos. Esta fase dura
aproximadamente trés dias e outros 15 dias em média s3o necessarios para a postura de cerca
de 3000 ovos. Os ovos depositados pela fémea dio origem a neolarvas, que apos
aproximadamente 7 dias transformam-se em larvas infestantes. As condigdes climaticas
ambientais podem interferir na velocidade da postura e eclosdo dos ovos, que sdo afetados
diretamente pela temperatura e umidade do local. Em condigdes otimas, a fase de vida livre
(queda, postura e eclosdo) dura cerca de um més. Estima-se que 95% da populagdo de
carrapatos de uma regido encontram-se no ambiente, enquanto apenas 5% estdo, de fato,
parasitando o hospedeiro (CHAGAS et al, 2001). O encontro da larva infestante com o
hospedeiro da inicio a fase de vida parasitaria, em que o carrapato busca locais preferenciais
para se fixar e iniciar sua alimentacdo. Inicialmente a larva alimenta-se de linfa,
transformando-se em metalarva, quando sofre metamorfose para ninfa. Apds cerca de 7 dias
as ninfas, até entdo assexuadas, ddo origem a metaninfas fémeas ou machos novos
denominados nedgina e neandro, respectivamente. Os machos adultos, chamados geandros,
copulam com as fémeas adultas, que iniciam a hematofagia até que fiquem totalmente
ingurgitadas e passem do hospedeiro para o ambiente, completando o ciclo. A fémea
parcialmente ingurgitada chama-se partendgina ¢ a totalmente ingurgitada, teledgina
(GONZALES, 2003).

Devido ao habito hematofago, os carrapatos sdo importantes transmissores de
patdgenos entre seus hospedeiros. O R. microplus é o responsavel pela transmissdo dos
protozoarios Babesia bovis, Babesia bigemina e¢ da bactéria Anaplasma marginale entre os
bovinos. Estes organismos s3o os causadores de babesiose e anaplasmose, doengas que
comprometem a saude do animal e leva, muitas vezes, a morte, gerando grande impacto

econdmico na pecuaria (GONZALES, 2003). Além disso, o carrapato afeta a produgdo
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pecuaria diretamente, causando anemia aos bovinos, o que reflete na diminuicdo do
rendimento na produ¢do de carne e leite (SUTHERST et al, 1983). A reacdo inflamatéria
causada pela picada do carrapato danifica e desvaloriza o couro do animal (SEIFERT et al,
1968). Os prejuizos indiretos causados pelo carrapato estdo relacionados a mao-de-obra,
instalagdes e compra de produtos para controlar as infestagdes (GRISI et al, 2014). A perda
econdmica anual causada pelo R. microplus no Brasil foi estimada por Grisi et al em 3,24
bilhdes de dolares (GRISI et al, 2014).

O método mais utilizado para controle de infestagdes em rebanhos consiste na
aplicacao de acaricidas quimicos. No entanto, a constante aplicagao destes produtos provoca
a selecdo de carrapatos resistentes inviabilizando a utilizagdo do mesmo principio ativo a
longo prazo (ROSARIO-CRUZ et al, 2009). Portanto, as desvantagens da utilizacdo de
acaricidas geram a necessidade da busca por métodos alternativos. Neste contexto, o estudo
de antigenos vacinais contra carrapatos vem sendo amplamente desenvolvido (MERINO et
al, 2013).

1.1.2 O carrapato Ixodes ovatus

O carrapato Ixodes ovatus ¢ um acaro da classe Arachnida, ordem Ixodida e familia
Ixodidae (SONENSHINE, 2013). Os carrapatos do género Ixodes necessitam de trés
hospedeiros ao longo do ciclo de vida. Neste caso, a larva se alimenta no primeiro
hospedeiro, voltando ao ambiente para transformar-se em ninfa. A ninfa ndo alimentada
procura novamente o mesmo, ou outro hospedeiro para se fixar. Apdés a alimentacio
completa neste estidgio, a ninfa cai no ambiente e sofre ecdise para o estdgio do carrapato
adulto, que vai em busca de um novo hospedeiro para completar a alimentagdo. A fémea

totalmente ingurgitada cai novamente, realiza oviposi¢do no ambiente e morre. A copula da
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maioria dos Ixodes pode acontecer tanto no hospedeiro quanto no ambiente, ainda que o
macho ndo tenha se alimentado (SONENSHINE, 2013).

A distribuicdo geografica desta espécie estd concentrada em distintos paises do
sudeste da Asia, como Taiwan, Japdo, Cor¢ia e China (CHEN et al, 2010). O Ixodes ovatus
parasita varios hospedeiros, incluindo diversas espécies de mamiferos e algumas aves, que
sdo considerados hospedeiros raros (GUGLUELMONI et al, 2014). Humanos ndo sao
normalmente parasitados por esta espécie, no entanto, alguns casos foram relatados no Japao
(FUKUOKA et al, 1989; MIYAMOTO & NAKAO, 1991).

Apesar de nao haver grande contribui¢ao do |. ovatus na transmissdo de doencas
entre seus hospedeiros, alguns trabalhos mostram que este carrapato pode ser infectado por
microrganismos patogénicos. Um estudo citoldgico observou a presenga de Babesia microti,
agente causador da babesiose humana, na glandula salivar de |. ovatus naturalmente
infectados (YANO et al, 2005). Outros trabalhos também relatam a infec¢do deste carrapato
pela mesma espécie de babésia (SAITO-ITO et al, 2004; ZAMOTO-NIIKURA et al, 2012).
Em 1998 foi realizado o isolamento do virus da encefalite a partir de |. ovatus, indicando
que esta espécie poderia estar envolvida na transmissao desta doenga (TAKEDA et al, 1998).
Borrelia japbnica ¢ Borrelia garinii, espécies associadas com a doenga de Lyme, foram
detectadas em |. ovatus naturalmente infectados (CHAO et al, 2014; KAWAHARA et al,
2004). Foi demonstrado que uma espécie de Erlichia isolada a partir de I. ovatus é patogénica
para camundongos (SHIBATA et al, 2000), mas ndo para caes (YANO et al, 1997). Esses
dados demonstram a capacidade vetorial deste carrapato, apesar de ndo haver descricao da

relacdo direta do I. ovatus com estas doengas.
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1.2 Métodos de controle
1.2.1 Controle quimico

Desde o final do século XIX formula¢des quimicas sdo utilizadas como acaricidas
para controlar o carrapato (ABBAS et al, 2014). Atualmente este método ainda representa a
principal estratégia de controle. A maioria dos acaricidas atua sobre o sistema nervoso do
parasita na medida em que sdo absorvidos através das articulagdes e dos orificios
respiratorios (GONZALES, 2003). O predominio desta pratica ¢ atribuido a relativa rapidez
com que o produto diminui a populagdo de carrapatos e ao seu custo-beneficio (ABBAS et
al, 2014). Apesar das vantagens observadas a curto prazo, a aplicagdo destes produtos gera
consequéncias indesejadas, como a contaminagdo da carne e do leite. A contaminagdo dos
produtos derivados do gado ¢ muitas vezes associada somente ao risco da toxicidade dos
acaricidas aos consumidores, entretanto, a exportacdo da carne também pode ser
prejudicada, resultando em perdas econdmicas significativas (GRISI et al, 2014). Além
disso, estes produtos provocam a selecdo de carrapatos resistentes, que inviabiliza a
utilizagdo da mesma classe de acaricida a longo prazo (GRAF et al, 2004). A natureza desta
resisténcia esta relacionada com a pré-existéncia de mutacdes genéticas que alteram
proteinas envolvidas no mecanismo de acdo do acaricida. Deste modo, carrapatos
naturalmente resistentes sobrevivem e transmitem sua mutagdo para nova geracio,
originando, a cada geragdo, um numero maior de organismos resistentes (GONZALES,
2003).

O consequente desenvolvimento de populacdes resistentes provocada pelo uso
continuo da mesma classe de acaricidas gera a necessidade da criagdo de novos compostos
na medida em que o Ultimo se torna ineficiente. Inicialmente, o principal composto utilizado

como acaricida era o arsénico, entretanto, ele possuia baixa eficiéncia, elevado poder
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residual e toxicidade para o bovino (GEORGE et al, 2004). Posteriormente, surgiram os
organoclorados, que atuam ligando-se aos receptores do neurotransmissor acido gama-
aminobutirico (GABA), impedindo o influxo de Cl" nos neur6énios (LAWRENCE &
CASIDA, 1983). Para substituir os organoclorados, surgiram os organofosforados e
carbamados, que exercem sua toxicidade através da inibi¢do da enzima acetilcolinesterase,
essencial para o funcionamento do sistema nervoso central (FAZA et al, 2013). Em seguida,
os piretréides sintéticos foram introduzidos no mercado. Eles atuam como neurotoxinas nos
canais de sodio, causando modificagdes na permeabilidade da membrana celular
(NISHIMURA, 1984). As lactonas macrociclicas compde a ultima classe de acaricidas
amplamente utilizados. Elas aumentam a permeabilidade da membrana aos ions cloro,
hiperpolarizando a membrana neuronal e bloqueando a transmissdo dos impulsos nervosos
(SHOOQRP et al, 1995).

Outros métodos de controle para a substituicdo dos acaricidas vém sendo
estudados. O biocontrole utiliza a dispersao de fungos que sdo patégenos naturais e vivem
no mesmo ambiente que o carrapato (LUBECK et al, 2008; TAVASSOLI et al, 2011). O
desenvolvimento de vacinas também compde uma grande parte dos esforgos para o controle
do parasita (MERINO et al, 2013). No entanto, nenhum deles possui eficiéncia para
substituir o uso dos acaricidas.

1.2.2 Controle imunologico

Tendo em vista os efeitos indesejados da utilizagdo de acaricidas, outros métodos
de controle vém sendo estudados. O desenvolvimento de vacinas representa uma grande
parcela destes estudos (MERINO et al, 2013). Este método ¢ baseado na vacinagdo do

hospedeiro com uma ou mais proteinas do carrapato, de modo que o a resposta imune do
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hospedeiro atue contra o parasita durante a infestagao, prejudicando o seu desenvolvimento
(WIKEL & BERGMAN, 1997).

A introduc¢ao do aparato bucal do carrapato na pele do hospedeiro provoca lesdes
teciduais e endoteliais, que induzem o processo inflamatdrio e recrutam células do sistema
imune para o local (SCHLEGER et al, 1976). O sucesso da alimentagdo, no entanto, depende
de um complexo sistema de proteinas e moléculas secretadas pelo carrapato através da
saliva, que modulam o sistema hemostatico e imunolégico do hospedeiro, permitindo a
fixagdo do carrapato e sua alimentacdo durante horas ou dias (FERREIRA & SILVA, 1998;
BRAKE & DE LEON, 2012). Diversas moléculas da saliva do carrapato foram
caracterizadas como detentoras de propriedades farmacologicas (RECK et al, 2009). Estas
moléculas atuam como vasodilatadores (DICKINSON et al, 1976), anticoagulantes (HORN
et al, 2000), imunossupressores (JUNCADELLA et al, 2007; KONNALI et al, 2009) e anti-
inflamatorios (DERUAZ et al, 2008). Ainda que esta modulagao permita a alimentagao dos
carrapatos durante algum periodo, o bovino susceptivel consegue desenvolver resisténcia ao
R. microplus apés repetidas infestagdes (JONSSON et al, 2014). Estudos revelam a
participagdo de anticorpos (ROBERTS & KERR, 1976) e linfocitos (WIKEL & ALLEN,
1976) neste processo, uma vez que foi observado aumento da resisténcia em hospedeiros
susceptiveis através da transferéncia de soro e linfocitos de bovinos resistentes para bovinos
susceptiveis. Outros trabalhos recentes apoiam esses dados, demonstrando a atuagdo da
resposta imune na resisténcia adquirida pelos bovinos (BRANNAN et al, 2014; KASHINO
et al, 2005). Na infestagdo de bovinos por R. microplus, ocorre produgédo de linfocitos Be T
de memoria, envolvidos na geragao da resisténcia (WIKEL, 1996). Esses dados sustentam o
conceito da utilizacdo de vacinas como um método de controle efetivo contra o carrapato,

uma vez que a imunidade adquirida naturalmente, ao longo de repetidas infestagdes, ¢ capaz
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de diminuir consideravelmente o nimero de carrapatos que conseguem se alimentar no
bovino. Além disso, o controle de carrapatos por vacinagdo possui vantagens como o custo-
beneficio, redu¢do da contaminagdo ambiental e a prevencdo da selegdo de carrapatos
resistentes provocados pela utilizagdo de acaricidas (DE LA FUENTE et al, 2007).

As duas vacinas contra carrapato ja comercializadas sdo baseadas no antigeno
Bm86, uma proteina intestinal de R. microplus (WILLADSEN et al, 1995; CANALES et al,
1997). O efeito da imunizagdo com este antigeno ¢ a redug¢do do niimero, peso ¢ capacidade
reprodutiva das fémeas (RODRIGUEZ et al, 1995). Como consequéncia da vacinagdo, foi
possivel observar a diminui¢do da babesiose nas regides de vacinacdo e o controle da
transmissao de Anaplasma marginale nas regides em que o carrapato era considerado o
principal vetor deste patogeno (DE LA FUENTE et al, 1998; 2007). A efic4cia da vacina
varia entre 51-91% entre as regides geograficas em que a vacina foi testada. Esta diferenga
¢ atribuida a variabilidade existente na sequéncia de aminodcidos da Bm86 entre as
diferentes populagdes de R. microplus (RODRIGUEZ et al, 1995; GARCIA-GARCIA et al,
2000). Em vista disto, a busca por antigenos mais eficazes contra o parasita continua
necessaria.

Muitos trabalhos buscam encontrar antigenos eficientes para serem utilizados
comercialmente. Diversas técnicas sdo utilizadas para uma sele¢do preliminar de antigenos
candidatos, incluindo o RNA de interferéncia (RNAi; DE LA FUENTE et al, 2005; 2010;
ALMAZAN et al, 2010; KARIM et al, 2012) e a alimentacdo artificial por capilar
(ALMAZAN et al, 2005; GONSIOROSKI et al, 2012). Na primeira técnica, o RNA
mensageiro que codifica a proteina-alvo no carrapato ¢ silenciado por RNAi, diminuindo os
niveis de expressdo da proteina. Em carrapatos, o efeito do silenciamento génico na

alimentagdo, oviposi¢do e eclosdo dos ovos sdo avaliados. A partir desta técnica é possivel
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identificar a funcdo da proteina e, dependendo das consequéncias do silenciamento no
desenvolvimento do carrapato, avaliar se o alvo ¢ um potencial candidato como antigeno
vacinal. Na alimenta¢do artificial, os carrapatos sdo alimentados com auxilio de capilares
contendo sangue bovino com anticorpos contra a proteina alvo, simulando a acdo dos
anticorpos do hospedeiro durante a hematofagia. As mesmas consequéncias fisiologicas do
experimento com RNAI sdo analisadas. Esses métodos permitem a avaliagdo de antigenos
em larga escala, uma vez que experimentos de imuniza¢do utilizando bovinos sao
dispendiosos e necessitam de grande infraestrutura.

Devido a eficiéncia do antigeno Bm86, proteinas homologas sdo estudadas
entre carrapatos de diferentes espécies e regides (GARCIA-GARCIA et al, 2000;
CANALES et al, 2008; 2009a; JEYABAL et al, 2010). Ba86, uma proteina de R. annulatus,
¢ um ortologo da Bm86, com 90% de similaridade. Experimentos de imunizagdo com este
antigeno recombinante comprovam sua eficiéncia no controle de R. annulatus e R. microplus
(CANALES et al, 2009a). A proteina ortdloga de Bm86, rHaa86 de Hyalomma anatolicum
anatolicum, foi capaz de proteger bovinos de infestagdes por esta espécie de carrapato ¢
ainda reduziu a transmissdo de Theileria annulata, um patdgeno para bovinos (JEYABAL
et al, 2010). Uma homologa de Bm86 ¢ a Bm95, uma glicoproteina que protege o bovino de
infestagdes por R. microplus na américa do sul em regides em que a Bm86 nao ¢ efetiva
(CANALES et al, 2009b).

Uma fonte de potenciais antigenos alvos ¢ a saliva do carrapato. A
imunossupressdo gerada durante a alimentagdo pode impedir o reconhecimento de diversas
proteinas secretadas na saliva. Se a resposta imune do hospedeiro for previamente estimulada
por uma proteina antigénica que porém nao provoca este estimulo naturalmente, esta mesma

proteina pode se tornar um novo alvo do sistema imune, driblando os mecanismos
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imunossupressores do carrapato (DHARAMPAUL et al, 1993; ASTIGARRAGA et al,
1997; SKALLOVA, 2008). Muitas dessas proteinas estdo envolvidas na transmissdo de
patogenos durante a alimentacdo (LIU et al, 2014; PETCHAMPALI et al, 2014; DAI et al,
2009; 2010; ZIVKOVIC et al, 2010; UETTI et al, 2003) e algumas foram testadas como
antigenos vacinais (DAI et al, 2009; 2010; SCHUIJT et al, 2011a). Salp15 ¢ uma proteina
secretada na saliva de Ixodes scapularis que inibe a ativagdo de células T CD4 (ANGUITA
et al, 2002), o sistema complemento (SCHUIJT et al, 2008) e a expressdo de citocinas
(HOVIUS et al, 2008). Essa proteina se liga a OspC, uma proteina do patégeno Borrelia
burgdorferi, facilitando sua sobrevivéncia e transmissdo para o hospedeiro
(RAMAMOORTHI et al, 2005). A imunizagdo de camundongos com este antigeno foi capaz
de diminuir a infec¢ao pelo patogeno (DAI et al, 2009). Um fator de liberagdo de histamina
de carrapato (tHRF) da espécie |. scapularis ¢ superexpresso quando o carrapato esta
infectado por B. burgdorferi e parece ter um papel na transmissdo deste patogeno. O
silenciamento do gene que codifica esta proteina por RNAI, a imunizacdo de coelhos com
esta proteina ou a transmissdo passiva de anticorpos anti-tHRF reduziu a eficiéncia da
alimentagdo pelo carrapato e a infecgdo de camundongos pelo patégeno (DAI et al, 2010).
Uma proteina inibidora da via das lectinas (TSLPI), secretada na saliva de I. scapularis, é
capaz de proteger B. burgdorferi do sistema complemento do hospedeiro (SCHUIIT et al,
2011a). Apesar do silenciamento deste gene por RN A1 no carrapato ter reduzido sua infec¢ao
e a do hospedeiro pelo patogeno, a imunizagdo de camundongos com a proteina
recombinante ndo foi capaz de bloquear a transmissdo do patégeno para o hospedeiro

(SCHUUT et al, 2011b).
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1.2.2.1 Vacinas multi-espécie

Dezenas de proteinas vém sendo caracterizadas e avaliadas para o controle de
diversas espécies de carrapato (MERINO et al, 2013). No entanto, foram documentadas
aproximadamente 900 espécies de carrapato (GUGLIELMONE et al, 2010), e muitas delas
possuem variagdes intra-espécie, o que dificulta a utilizagdo destes antigenos para o controle
do carrapato em locais com mais de uma espécie de carrapato. Neste sentido, uma estratégia
interessante seria o desenvolvimento de uma vacina contra mais de uma, ou multiplas
espécies de carrapato. Como consequéncia, haveria drastica redu¢do na transmissao de
doengas entre carrapatos ¢ hospedeiros e, também, a possivel utilizacdo da vacina em paises
que ndo possuem recursos € incentivos para o desenvolvimento de vacinas (PARIZI et al,
2012).

O conceito de uma vacina universal incide na utilizagdo de um ou mais antigenos de
carrapato em uma mesma vacina capaz de conferir imunidade protetora contra diferentes
espécies de carrapatos desafiados (DE LA FUENTE et al, 2000). Para ser eficaz, a vacina
precisa ser composta por proteinas altamente conservadas entre diferentes espécies de
carrapatos e com variagdes antigénicas pequenas, capazes de induzir reagdo de imunidade
cruzada entre as diferentes espécies (CANALES et al, 2009c; PARIZI et al, 2009). Neste
sentido, o material disponivel para analise ¢ abundante: as sequéncias dos inumeros genes
que codificam proteinas em carrapatos sao facilmente acessadas em bancos de dados; a partir
dessa informagao € possivel encontrar genes homodlogos, regides conservadas e predizer os

sitios antigénicos.

Apesar da eficiéncia do antigeno Bm86 em algumas regides, tem sido observado que
a variagdo da susceptibilidade dos carrapatos a esta vacina ¢ devido a heterogeneidade do

gene Bm86 entre populagdes de R. microplus (DE LA FUENTE et al, 1999). Por outro lado,
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a mesma proteina foi utilizada para avaliar a imunogenicidade cruzada entre R. annulatus e
R. microplus, desafiando bovinos vacinados com carrapatos da espécie R. annulatus. O
experimento resultou em uma prote¢ao de cerca de 99% (FRAGOSO et al, 1998). Outras
espécies de carrapato como R. decoloratus, Hyalomma a. anatolicum e Hialomma
dromedarii também demonstraram indices de protecdo quando desafiadas em animais
imunizados com este antigeno (DE VOS et al, 2001). Além disso, uma proteina de R.
annulatus, Ba86, utilizada em experimento de imunizagdo também foi capaz de controlar
infestagdo por R. microplus, resultando em uma protecdo de 71% (CANALES et al, 2009a).
Outros antigenos também foram utilizados para avalia¢do de antigenicidade cruzada.
Calreticulina recombinante (rCRT) de R. microplus e H. longicornis foram utilizadas em
experimento de imunizagdo e anticorpos contra as duas proteinas foram capazes de
reconhecer a proteina nativa dos tecidos de R. microplus. Essas proteinas apresentam uma
similaridade de 88,1% e possuem um perfil antigénico semelhante, o que contribui para a
antigenicidade cruzada (PARIZI et al, 2009). A Glutationa S-transferase de H. longicornis
utilizada para imunizagao de bovinos foi capaz de reduzir em 53% o numero ¢ 52% o peso
de R. microplus que se alimentaram nestes bovinos (PARIZI et al, 2011). Uma outra
proteina, constituinte do cemento do carrapato R. appendiculatus, foi capaz de proteger o
hospedeiro contra infestagdes por R. sanguineus e I. ricinus, aparentemente reagindo com
proteinas do intestino e da glandula salivar de adultos e ninfas (TRIMNELL et al, 2005).
Uma estratégia ainda mais desafiadora ¢ a utilizagdo de um mesmo antigeno para
protecdo contra diferentes classes de artrépodes. Neste sentido, duas proteinas ortdlogas
entre carrapatos e mosquitos foram identificadas. Elas possuem regides de alta similaridade
correspondente com alta antigenicidade, indicando sua possivel utilizagdo para proteg¢ao

cruzada entre diferentes classes (PRUDENCIO et al, 2010).
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1.3 Proteases

As proteases, peptidases ou enzimas proteoliticas correspondem a uma classe complexa de
enzimas responsaveis pela hidrolise de proteinas. Essas enzimas foram descritas em virus e
organismos de todos os reinos, degradando proteinas ndo funcionais, regulando o proteoma
da célula, ativando e inativando proteinas sinalizadoras (GABRIEL et al, 2011; LOPEZ-
OTIN & BOND, 2008). Em virus, as proteases estdo envolvidas na patogenicidade e na
replicagdo (RUDENSKAYA & PUPOV, 2008; FOUCAULT et al, 2011; WELBOURN &
PAUSE, 2007). A atividade destas enzimas em bactérias foi relacionada com a viruléncia,
patogenicidade, divisao celular, resisténcia a antibioticos e adaptacdo a condi¢cdes adversas
(FREES et al, 2014; RUDENSKAYA & PUPOV, 2008; DAVYDOVA & ZIGANGIROVA,
2014). Nas plantas, as proteases atuam na prote¢do contra parasitas e patdogenos, na
resisténcia aos fatores abidticos e no desenvolvimento de diversas estruturas vegetais (VAN
DER HOORN, 2008). Em vertebrados, o sistema proteolitico participa de processos como a
progressdo do ciclo celular, apoptose, proliferacdo, migracdo, remodelacdo de tecidos,
coagulacdo, cicatrizacao e resposta imune (GABRIEL et al, 2011; LOPEZ-OTIN & BOND,
2008). O crescente progresso no sequenciamento de genomas e nas analises de
bioinformatica permite identificar o repertério de enzimas proteoliticas que atuam em
diferentes organismos; em Drosophila melanogaster mais de 600 genes codificam proteases
(PUENTE et al, 2005), enquanto que mais de 2% dos genes humanos codificam proteases
ou inibidores de proteases (SHAH et al, 2008; SOUTHAN, 2000). Essa propor¢do se
mantém para maioria dos organismos com genoma sequenciado (RAWLINGS &
MORTON, 2008). A participacdo dessas enzimas em processos bioldgicos diversificados
associada a grande parcela de genes que codificam proteases refletem sua importancia nos

organismos.
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A enzima pode iniciar a catdlise em um sitio ao longo da cadeia polipeptidica
(atividade endoproteasica) ou a partir de uma extremidade amino- ou carbdxi-terminal
(atividade exoprotedsica). Apesar de uma unica liga¢ao peptidica ser hidrolisada durante a
catalise, alguns aminoacidos de cada lado do sitio de hidrolise sdo criticos para que a enzima
consiga se ancorar ¢ realizar a reacdo (RAWLINGS et al, 2014).

O banco de dados MEROPS classifica as proteases de forma hierarquica, agrupando-
as em familias e posteriormente em clas (RAWLINGS et al, 2014). As proteases descritas
até entdo pertencem a uma das seguintes familias: aspartico, cisteino, asparagino, serino,
treonino, glutdmico proteases e metaloproteases (RAWLINGS & BARRETT, 1993). Nas
serino, cisteino e treonino proteases os residuos serina, cisteina e treonina atuam,
respectivamente, como nucledfilos responsaveis pela clivagem da ligagdo peptidica. As
asparagino proteases realizam auto-hidrélise no sitio de ligagdo com o asparaginil tendo a
asparagina como nucledfilo. As proteases de acido aspartico, acido glutamico e
metaloproteases utilizam uma molécula de agua, associada aos respectivos aminoacidos ou
metais, como nucleofilo para quebra da ligagao peptidica (OLDZIEJ & CIARKOWSKI,
1996; JAMES, 2004).

Apesar dessas enzimas serem essenciais em diferentes processos fisioldgicos, sua
superexpressao pode causar efeitos deletérios a célula. O excesso de proteases foi associado
ao cancer, doengas neurodegenerativas, inflamagao e doencas cardiovasculares (JOYCE et
al, 2004; BAGYINSZKY et al, 2014; LEE et al, 2010; CHENG et al, 2006). Tendo em vista
a complexidade de processos fisioldgicos e patoldogicos em que as proteases atuam, a
regulagdo da protedlise nas células e tecidos necessita de um ajuste refinado. Os inibidores
de proteases compreendem uma classe de proteinas que desempenham esse papel regulatorio

importante, diminuindo ou anulando a atividade das proteases. Eles foram inicialmente
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classificados pelo tipo de protease que inibem ou de acordo com o seu mecanismo de acao
(BODE et al, 2000; LASKOWSKI et al, 1980). As serpinas, inibidores de serinoproteases,
bloqueiam a atividade da enzima de maneira reversivel, ligando-se ao sitio ativo da protease
de modo semelhante ao seu substrato. Os inibidores de cisteino proteases (cistatinas) se
ligam em locais adjacentes ao sitio ativo da enzima impedindo o acesso do substrato.
Inibidores alostéricos, como alguns inibidores de caspase, ligam-se a regides distantes do
sitio ativo que impedem a dimerizagdo da protease e bloqueiam sua atividade (BODE &
HUBER, 2000). Em 2004, Rawlings e colaboratores introduziram uma nova classificacao
com base na sequéncia de aminioacidos dos inibidores de proteases. Assim, inibidores que
possuem dominios inibitorios similares e considerados homologos sdo agrupados em uma
mesma familia, que sdo agrupadas em clas. As familias que pertencem ao mesmo cla
possuem estruturas terciarias semelhantes, apesar de ndo possuirem, necessariamente,
sequéncias similares. De acordo com o banco de dados MEROPS, existem atualmente 96
familias de inibidores, agrupadas em 38 clas (RAWLINGS et al, 2014).
131 Cisteino proteases

Cisteino proteases sdo enzimas encontradas em varios organismos, desde virus a
vertebrados (TURK et al, 2000). A caracteristica comum desta classe de enzimas ¢ a
utilizagdo de um residuo de cisteina como nucledfilo e um residuo de histidina que
desprotona o nucleofilo para o ataque a liga¢ao peptidica. Elas sdo divididas em 10 clas,
cada um contendo uma ou mais das 108 familias existentes. O maior cla entre todas as
cisteino proteases ¢ o CA, que inclui a familia das papainas e calpainas, entre outras 33
familias.

No cla CA, estdo agrupadas todas as cisteino proteases com estrutura ou motivos

semelhantes a da papaina (RAWLINGS et al, 2014). A diade catalitica composta pelos
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aminoacidos cisteina e histidina estdo na ordem Cys-His. Outros dois residuos
funcionalmente importantes que estdo geralmente presentes em proteases do tipo papaina
sdo a glicina, que ajuda na formagao do “oxyanion hole”” um centro eletrofilico que estabiliza
o oxigénio desprotonado, ¢ uma asparagina (ou acido aspartico nas familias C12, C19, C28
e C39), que parece estar envolvido na orientagdo do anel imidazolico da histidina (TURK et
al, 2002; ASBOTH et al, 1985). A familia das papainas recebe este nome pois a primeira
cisteino protease isolada pertencia ao fruto Carica papaya (mamao papaia). A partir de
entdo, todas as proteinas que possuiam similaridade com essa enzima foram denominadas
proteinas do tipo papaina (POWERS, 1995). Outra importante familia de cisteino proteases
corresponde a familia C13 ou do tipo legumaina. A legumaina foi identificada pela primeira
vez na planta leguminosa Canavalia ensiformis (feijdo-de-porco) e sdo asparaginil
endopeptidases que hidrolisam peptideos e proteinas exclusivamente na regido carboxi dos
residuos de asparagina.

As cisteino proteases podem estar em vesiculas lisossomais ou serem secretadas,
possuindo um peptideo-sinal que direciona a proteina para o seu devido local (OTTO &
SCHIRMEISTER, 1997). A maioria delas sdo endopeptidases (TURK et al, 2002), sendo
que a catepsina C ¢ uma carboxidipeptidase (TURK et al, 2002), a X uma carboximono ou
dipeptidase (KLEMENCIC et al, 2000) e as catepsinas B e H exibem atividade endo e
exopeptidasica (TURK et al, 2002). De modo similar a outras proteases, a maioria das
cisteino proteases sao sintetizadas como precursores inativos e ativadas por proteolise, apos
aremogao da porgdo N-terminal. In vitro, a remogéo do pro-peptideo pode ser efetuada tanto
pela acdo de outras proteases, como a catepsina D, por autocatalise em pH acido, ou por

mudangca conformacional induzida por Ca™ (TURK et al, 2000; RAWLINGS et al, 2014).

25



Muitas cisteino proteases sdo ubiquas nos organismos € algumas possuem papéis
redundantes (HSING & RUDENSKY, 2005). Algumas delas, como as catepsinas S, V e K
estdo localizadas em tecidos especificos, sugerindo uma fun¢ao mais especializada para estas
enzimas (TURK et al, 2000). As catepsinas S, F ¢ L possuem um importante papel no
processamento da cadeia invariavel ligada ao MHC de classe II (NAKAGAWA et al, 1998;
SHI et al, 1999; 2000). A catepsina K esta envolvida no processamento de pro-hormdnios e
pode ter relacdo com a geracdo de endostatina durante a angiogénese (TEPEL et al, 2000).
A catepsina C tem um papel fundamental no processamento do pro-peptideo de outras
peptidases para ativagdo destas enzimas (PHAM & LEY, 1999).

1.3.2 Cisteino proteases na fisiologia do carrapato

A atividade das cisteino proteases tem um papel fundamental durante as etapas de
digestao do sangue e embriogénese do carrapato, eventos fisioldgicos cruciais durante seu
ciclo de vida (SOJKA et al, 2011). O sangue ingerido sofre endocitose ¢ a digestdo em
carrapatos acontece intracelularmente. Essa degradagdo proteolitica ocorre em pH 4acido,
entre 3,5 e 4,5, ambiente proporcionado pelas vesiculas endossomais. No intestino, o pH
varia entre 6,3 - 6,5 (SOJKA et al, 2013).

Uma série de cisteino proteases tem sido descritas e caracterizadas em diversas espécies de
carrapatos como moléculas envolvidas na digestdo. Durante este processo, a degradagao de
proteinas do sangue ocorre de forma controlada. Por exemplo, em Ixodes ricinus,
inicialmente a catepsina D hidrolisa a hemoglobina em grandes fragmentos; em seguida, as
catepsinas L e B geram fragmentos menores, seguido pela atuagdo das catepsinas C e B, que
geram peptideos. A dindmica do sistema hemoglobinolitico ¢ aparentemente regulada ao

nivel da transcricional. (FRANTA et al, 2010).
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Em R. microplus uma catepsina L (BmCIl1) foi associada a digestao. Experimentos de
RT-PCR e Western Blot revelaram a presenca de transcritos de BmCl1 e da proteina no
intestino do carrapato somente no estagio de alimentacdo. Através de imunolocalizagao, foi
possivel identificar a presenga da proteina em vesiculas secretérias do epitelio intestinal
(RENARD et al, 2000). Uma asparaginil edopeptidase (legumaina) de Haemaphysalis
longicornis (HILgm) foi caracterizada como uma molécula funcional do intestino, presente
em todos os estagios do seu desenvolvimento. Foi observado também que sua expressdo ¢
regulada positivamente durante a alimentacdo (ALIM et al, 2007). Por outro lado, qRT-PCR
mostrou que uma segunda asparaginil endopeptidase (HILgm?2) do intestino do mesmo
carrapato ¢ expressa em baixos niveis durante as fases de alimentagdo, apesar da proteina
recombinante digerir hemoglobina bovina (ALIM et al, 2008). O knockdown dos genes de
HILgm e HlLgm?2 por RNAI resultou na rejeicdo do carrapato pelo hospedeiro e em uma
significativa reducdo no ingurgitamento do carrapato. Além disso, foram observados
reducdo na postura e deformidade dos ovos de carrapatos silenciados. De acordo com os
autores, estas cisteino proteases desempenham fungdes na proliferagdo e morfologia das
células intestinas uma vez que danos no intestino médio também foram encontrados (ALIM
et al, 2009). HICPL-A, uma cisteino protease de H. Longicornis do tipo catepsina L, foi
caracterizada e observou-se uma regulagdo positiva dos seus transcritos durante a
hematofagia, além da capacidade da protease recombinante degradar hemoglobina na faixa
de pH entre 3.2 ¢ 5.6 (YAMAIJI et al, 2009a). Em . ricinus uma catepsina L (IrCL1) foi
descrita com um importante papel nas fases iniciais da digestao da hemoglobina. Além disso,
foi observado que o silenciamento do gene desta proteina no carrapato diminuiu sua
capacidade de alimentacdo, indicando a falta de uma proteina redundante para esta fungao

(FRANTA et al, 2011). A digestao das proteinas do hospedeiro pelos carrapatos ¢, de fato,

27



comandada por uma complexa rede de cisteino e aspartico peptidases que atuam em conjunto
para degradacdo da proteina em diferentes niveis. Este dado foi obtido a partir da inibi¢ao
seletiva de proteases do intestino de I. ricinus (SOJKA et al, 2008).

Viarios trabalhos mostram a participagdo de cisteino proteases na embriogénese do
carrapato. Durante esta fase, os carrapatos dependem de substincias de reserva do vitelo,
principalmente de vitelina. A hidrolise ocorre em ambiente adcido em organelas do tipo
lisossomais, onde estao localizadas a vitelina e as enzimas proteoliticas (SOJKA et al, 2011).
Uma aspartico-peptidase do tipo catepsina L foi relacionada com o processamento do vitelo.
Foi observado que esta enzima esta primeiramente sob a forma zimogénica e ¢ ativada em
pH éacido (FAGOTTO, 1999a; 1999b). Em outro trabalho, uma cisteino peptidase
degradadora de vitelina (VTDCE) foi identificada em ovos de R. microplus (SEIXAS et al,
2003; 2010). Outra cisteino peptidase da larva da mesma espécie de carrapatos (RmLCE)
também ¢ capaz de degradar vitelina (ESTRELA et al, 2007). E sugerido que a VTDCE ¢
transferida da teledgina para o ovo e que a RmLCE ¢ expressa pela larva para completar a
degradacdo dos peptideos residuais da vitelina, contribuindo para o aporte nutricional da
larva antes do inicio da sua alimentacao.

1.4 Regulacdo de proteases

As proteases catalisam reagdes de hidrdlise irreversiveis, por isto, precisam ser
estritamente reguladas. A atividade das proteases pode ser controlada por diversos
mecanismos, como a regulagdo da expressao génica, ativagao da sua forma inativa, inibi¢ao
por inibidores endoégenos, localizagdo em compartimentos celulares, degradacdo e
modifica¢des pos-traducionais.

Os mecanismos transcricionais que regulam a expressdo génica de muitas proteases

ainda ndo ¢ totalmente conhecido. No entanto, sabe-se que para algumas proteases uma
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variedade de hormonios, fatores de crescimento, citocinas € quimiocinas controlam sua
expressdo (OVERALL & LOPEZ-OTIN, 2002). A maioria dos inibidores de protease
endogenos sdo proteinas, com exce¢do de alguns microrganismos e plantas que produzem
pequenos inibidores nao-proteicos (LOPEZ-OTIN & BOND, 2008; HAFEZ &
MOHAMED, 1983). O niimero de inibidores endoégenos ¢ consideravelmente menor do que
o numero de proteases (PUENTE & LOPEZ-OTIN, 2004). Esse desequilibrio pode ser
explicado pois esses inibidores sdo capazes de regular a atividade de mais de um tipo de
protease, diminuindo a quantidade necessaria para regular todas as proteases. Todos esses
mecanismos devem operar de maneira coordenada para que os substratos sejam processados
no momento € no ambiente corretos, prevenindo o organismo de danos provocados pela agao
incontrolada destas enzimas.
1.4.1 Inibidores de cisteino proteases
Assim como as proteases, os inibidores de proteases estdo classificados em clas, que
possuem uma ou varias familias com relagdo evolutiva. Essa relagdo ¢ determinada a partir
da semelhanca da estrutura terciria da proteina. Cada uma das 86 familias existentes agrupa
inibidores com similaridade ao longo da sua sequéncia de aminoacidos ou, pelo menos, na
regido responsavel pela inibicdo. Uma familia pode conter um unico inibidor se ndo houver
homologos conhecidos. O contrario, a presenga do mesmo inibidor em mais de uma familia,
também pode acontecer se este inibidor possuir dominios que se enquadram em diferentes
familias (RAWLINGS et al, 2014).
As cistatinas pertencem a familia 125, e compreendem uma grande familia de inibidores
reversiveis que inibem cisteino proteases principalmente da familia C1 (papaina) e alguns
membros das familias C13 (legumainas) e C2 (calpainas; DUBIN, 2005). A familia 125 ¢

dividida em trés subfamilias: 125A, 125B e 125C de acordo com a similaridade das
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sequéncias. Uma segunda classificagdo, baseada nas caracteristicas gerais da molécula,
como a massa molecular, localizagdo fisioldgica, presenca de regides conservadas e ligagdes
dissulfeto, agrupa as cistatinas em tipo 1, 2 ¢ 3. As do tipo 1 sdo as de baixa massa molecular,
com cerca de 11 kDa, consistem em uma unica cadeia polipeptidica de 100 residuos,
aproximadamente. Nao possuem ligacdes dissulfeto e apenas alguns membros sao
glicosilados (NI et al, 1997; CORNWALL & HSIA, 2003). Possuem estabilidade em uma
ampla faixa de pH e temperatura (TURK & BODE, 1991). As cistatinas do tipo 1 possuem
trés regides conservadas: a sequéncia QVVAG, localizada ao centro da sequéncia de
aminoacidos da proteina, um residuo de glicina, na regido N terminal e a dupla leucina-
prolina na regido C terminal. Essas regidoes sofrem pequenas variagdes entre as cistatinas,
mas em todas elas esses trés motivos se unem durante o dobramento da proteina para formar
o dominio que interage com o sitio ativo e inibe a atividade da protease (BODE et al, 1988).
As cistatinas do tipo 2 s3o um pouco maiores, com massa molecular de aproximadamente
13 kDa, contendo cerca de 120 aminoacidos. Elas sdo caracterizadas pela presenga de duas
ligagdes dissulfeto em posicdes conservadas da regido C-terminal, além de outras trés outras
regides conservadas: um residuo de glicina na regido N-terminal, o motivo Q-X-V-X-G
localizada ao centro da sequéncia de aminoacidos e o par prolina-triptofano na regidao C-
terminal. A maioria delas ndo sofre glicosilagdo, apesar das cistatinas E e F serem
glicosiladas. As cistatinas do tipo 2 sdo sintetizadas com um peptideo-sinal e se encontram,
normalmente, em fluidos extracelulares, como saliva, sémen e urina (TURK & BODE, 1991;
BODE et al, 1988; GRUBB et al, 1983). O terceiro grupo, as do tipo 3, compreende cistatinas
de elevada massa molecular, entre 68 ¢ 120 kDa, e contém trés sitios de glicosilagdo e 8
ligacdes dissulfeto. Essas proteinas sdo estdveis em altas temperaturas e em pHs variaveis

(TURK et al, 1991). Elas possuem trés dominios inibitérios. Somente dois dominios
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funcionam como inibidores de cisteino proteases, ligando-se a duas moléculas de proteases
do tipo papaina simultaneamente (CADENA & COLMAN, 1991). O segundo dominio pode,
alternativamente, ligar-se a calpainas (SALVESEN et al, 1986).

A regido N-terminal que contém a glicina se une com dois loops (L1 e L2) formados
pelos outros dois dominios conservados. Essas trés regides formam uma estrutura
complementar ao sitio ativo da cisteino protease, ligando-se de maneira similar ao substrato.
Os loops 1 e 2 interagem com os residuos da regido mais larga da cavidade
catalitica, enquanto que a glicina da alga N-terminal interage com os residuos mais internos
da cavidade, proximo aos residuos cataliticos, impedindo a entrada do substrato (BODE et
al, 1988; KOLODZIEJCZYK et al, 2010; SALAT et al, 2010).

1.4.1.1 Inibidores de cisteino proteases na fisiologia do carrapato

Durante os ultimos anos, diversas cistatinas de diferentes espécies de carrapatos
foram identificadas e caracterizadas, a maioria delas do tipo 2. Elas tém sido detectadas na
saliva e em diferentes tecidos do parasita, estando relacionadas com a fisiologia da
alimentagdo, embriogé€nese e evasao da resposta imune do hospedeiro (YAMAIJI et al, 2009;
KARIM et al, 2005; KOTSYFAKIS et al, 2007). Além disso, o transcriptoma da glandula
salivar de I. scapularis, I. ricinus, Ornithodorus parkeri, Amblyomma variegatum, revelaram
a presenga de transcritos de cistatinas (VALENZUELA et al, 2002; RIBEIRO et al, 2006;
CHMELAR et al, 2008; FRANCISCHETTI et al, 2008; RIBEIRO et al, 2011).

Em |. scapularis, duas cistatinas presentes na saliva foram caracterizadas
(Sialostatina L e L2; KOTSYFAKIS et al, 2007). Ensaios de inibi¢do mostram que elas
possuem afinidade pelas catepsinas L e S, duas peptidases envolvidas no processamento de
antigenos pelas células dendriticas. Estudos posteriores revelaram que a maturagdo das

células dendriticas é prejudicada significativamente na presenga de Sialostatina L, (SA-

31



NUNES et al, 2009) e que a imunizagao utilizando esta proteina como antigeno resultou na
diminui¢ao da alimenta¢do do carrapato (KOTSYFAKIS et al, 2008). Além disso, a
Sialostatina L ¢ capaz de inibir a migragdo de neutréfilos durante a inflamagdo e a
proliferacdo de células T CD4 e de células T citotoxicas (KOTSYFAKIS et al, 2006).
Observou-se também, que a Sialostatina L2 ¢ regulada positivamente durante a fase de
alimentagdo (KOTSYFAKIS et al, 2007). Recentemente foi demonstrado que essa cistatina
suprime a atividade do IFN-B, podendo aumentar a quantidade de patdégenos transmitidos
pela saliva do parasita (LIESKOVSKA et al, 2015)

Em 2005, Karim et al, descobriram uma nova cistatina na glandula salivar de A.
americanum, possuindo 99% de identidade com a sequéncia de aminoacidos da Sialostatina
L de I. scapularis. A atividade imunomodulatoria dessa cistatina foi testada através de
silenciamento do gene no carrapato. Somente 20% dos carrapatos que tiveram a cistatina
silenciada completaram sua alimentacdo em tempo normal e metade desses carrapatos
ganharam menos peso do que os carrapatos do grupo controle. O mesmo hospedeiro
infestado com os carrapatos silenciados foi utilizado para uma segunda infestacdo com
carrapatos selvagens. O resultado observado foi uma elevada resposta imune do hospedeiro
contra carrapatos da ultima infestacdo, diminuindo sua capacidade de alimentacdo. Esses
resultados sugerem uma habilidade imunossupressora da cistatina da saliva conservada em
duas espécies diferentes de carrapatos (KARIM et al, 2005).

Em H. longicornis, trés cistatinas (Hlcyst-2, Hlcyst-3 e HISC-1) foram identificadas
em diferentes tecidos (ZHOU et al, 2006; 2010; YAMAIJI et al, 2009b). Analises
bioquimicas confirmaram que essas cistatinas sdo potenciais inibidores de cisteino proteases
do tipo papaina e catepsina L (ZHOU et al, 2006; 2010; YAMAIJI et al, 2009b). Hlcyst-2 ¢

capaz de impedir a degradagdo de hemoglobina através da inibicdo de HICPL-A, uma
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catepsina intracelular de H. longicornis. Hlcyst-2 esta presente em todos os estagios do
desenvolvimento e sua expressdo aumenta gradualmente desde a larva até o adulto. A
transcri¢do do gene de Hlcyst-2 no intestino aumenta até o quarto dia de alimentacao,
seguido pela diminui¢do dos niveis de transcri¢do no final da alimentagdo (ZHOU et al,
2006). Além de participar da fisiologia durante a alimentagdo, essa cistatina pode estar
relacionada com a imunidade inata do parasita, pois os transcritos do gene de Hlcyst-2 foram
regulados positivamente apos inoculagdo de LPS em H. longicornis adultos ou de Babesia
gibsoni em larvas desta espécie (ZHOU et al, 2006).

Dois genes que codificam cistatinas (Om-cystatin 1 e Om-cystatin-2) em
Ornithodoros moubata foram isolados de uma biblioteca de cDNA especifica de intestino.
Ambas sdo reguladas negativamente pela alimentacdo. Om-cystatin-1 ¢é expressa
principalmente no intestino, enquanto que Om-cystatin-2 também ¢ encontrada em outros
tecidos. A especificidade dessas cistatinas recombinantes foi avaliada para cisteino proteases
de mamiferos e para cisteino peptidases enddgenas, presentes no intestino do carrapato.
Como resultado, observou-se elevada inibi¢ao das catepsinas B ¢ H. A Om-cistatina 2 inibiu
com maior afinidade as catepsinas L, C e S (GRUNCLOVA et al, 2006). Além disso, ela foi
capaz de suprimir a produg¢ao de TNF-a e IL-12 por células dendriticas ativadas por LPS in
vitro e a proliferacdo de células T CD4 antigeno especificas. As catepsinas L ¢ S estdo
envolvidas na degradacdo da cadeia invariante do MHC de classe Il em mamiferos, e sdo
responsaveis pelo processamento antigénico pelas células apresentadoras de antigenos.
Esses resultados sugerem a relagdo desta cistatina com a modulagdo da resposta imune do
hospedeiro (SALAT et al, 2010).

A proteina Rmcystatin-3 € uma cistatina de R. microplus recentemente caracterizada (LU

et al, 2014). Sua forma recombinante foi capaz de inibir a catepsina L ¢ B ¢ BmCL1, uma
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catepsina L de R. microplus. Analises por western blot ¢ PCR quantitativo revelaram a
presenga de Rmcystatin-3 no corpo gorduroso, glandula salivar e hemdcitos. O
silenciamento de Rmcystatin-3 em carrapatos infectados diminuiu sua capacidade de
controlar infec¢do por Escherichia coli, sugerindo uma modulagdo negativa da resposta
imune do parasita.
2. OBJETIVOS
O objetivo do trabalho ¢ obter a cistatina de Ixodes ovatus Jplocys2a de forma
recombinante para caracteriza¢ao do seu perfil inibitdrio e antigénico.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Carrapatos fémeas da espécie R. microplus totalmente ¢ parcialmente ingurgitadas
foram coletadas de bovinos da raga Hereford para disseca¢do dos tecidos. Fémeas
parcialmente ingurgitadas pesando entre 25 e 60 mg foram coletadas manualmente de
bezerros (GONSIOROSKI et al., 2012). Coelhos da linhagem Nova Zelandia e Bovinos da
raca Herford foram mantidos na faculdade de veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Os experimentos foram aprovados e conduzidos de acordo com o comité de
ética em experimentagdo animal da mesma universidade.

3.2 Clonagem do gene Jplocys2a

Para clonagem da sequéncia nucleotidica de Jplocys2a, os primers 5'
GACTAGTCGCCAGCACGATGGCT-3’ (forward) e 5'-
TGTCATTTAACATGCGGCTGACGTC-3" (reverse) foram projetados a partir de
sequencias de cistatina de I. scapularis depositadas no banco de dados TIGR (TC51659).
Uma ORF (Open Read Frame) com 423 pares de bases foi amplificada a partir do RNA de

ovario de |. ovatus por RT-PCR e clonada no vetor pGEM-T. Para a clonagem da regido
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codificante da sequéncia da proteina madura em vetor de expressao, o plasmideo PGEM-
Jplocys2a foi utilizado para amplificacao com 0s primers 5'-
TTTTTGGATCCGGGTCGGCGAGCAGGTC-3’ (forward) e 5'-
AAAAAGAATTCCTAGACATTATTAGGAGCTTCGCAGTGGTAG-3’ (reverse).
Os produtos da PCR foram hidrolisados utilizando as enzimas de restrigdo BamHI e EcoRI
e submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%. O fragmento de 423 pares de bases foi
purificado utilizando o kit Geneclean II e ligado ao plasmideo pGEX-4T-1 localizando-se a
montante do gene da proteina de fusdo Glutationa S-transferase (GST). O plasmideo pGEX-
4T-1-Jplocysla foi utilizado para transformagao da bactéria eletrocompetente E. coli cepa
XL1 Blue. As células transformadas foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) so6lido
contendo ampicilina e cloranfenicol (ambos 50 ug/mL). O plasmideo foi purificado ¢ a
correta clonagem foi confirmada através de sequenciamento.

3.3 Analises in silico

A andlise da sequéncia codificante de Jplocys2a, a predicio da sequéncia de

aminoacidos e os alinhamentos a partir do algoritmo ClustalW foram conduzidos utilizando
o software BioEdit versao 7.2.5 (Hall, 1999). O peptideo-sinal foi predito utilizando o
software SignalP 4.1 (PETERSEN et al, 2011). As regides antigénicas foram preditas
utilizando o algoritmo Jameson-Wolf do software Lasergene, versado 7.0 (Jameson and Wolf,
1998).

3.4 Sintese do peptideo

Para o direcionamento da resposta imune a uma regido especifica das cistatinas
analisadas, foi sintetizado um peptideo de 14 aminoacidos baseado na sequéncia da proteina
Jplocys2a (STQpep). A andlise antigénica das cistatinas e a porcentagem de identidade entre

Jplocys2a e outras cistatinas de R. microplus (BrBmcys2b [GenBank: KC816580],
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BrBmcys2c [GenBank: KC816581] e Rmcystatin-3 [GenBank: AIX97454]) foram usadas
para selecionar a regido do peptideo. O peptideo foi sintetizado pela Dra. Maria Aparecida
Juliano, do Departamento de Biofisica da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP),
SP, Brasil.

3.5 Producao de soro anti-STQpep

Para avaliar a antigenicidade cruzada entre Jplocys2a (GenBank: KP253747) e as
cistatinas nativas e recombinantes (rBrBmcys2b e rBrBmcys2c) de R. microplus um soro
anti-STQpep foi produzido através de imunizagdo de coelhos da raca New Zeland. Foram
realizados quatro indculos com 500 ul da solu¢do contendo o peptideo (1pg/ul) conjugado
a proteina KLLH emulsionados com 500 ul de Marcol/Montanide.

3.6 Expressao e purificacdo de rJplocys2a

A bactéria E. coli da cepa RIL foi transformada por choque térmico com o plasmideo
pGEX-4T-1-Jplocys2a. A proteina recombinante GST-Jplocys2a foi expressa em meio LB
com 0,1 mM de IPTG durante 24 horas a 37°C. O cultivo foi centrifugado a 10.000 g por 10
minutos a 4°C e o sedimento foi ressuspendido em tampao fosfato-salino (PBS). Para lise
celular a suspensdo foi sonicada por cinco vezes durante 30 segundos a 40 MHz em banho
de gelo. As fragdes soluveis e insoluveis foram separadas por centrifugagdo a 10.000 g por
10 minutos a 4°C.

A fragdo soluvel contendo rGST-Jplocys2a foi purificada utilizando a resina
Glutatione Sepharose 4B (GE Healthcare) e eluida com tampao Tris-HCI 50 mM, glutationa
10 mM em pH 8,0. A rGST-Jplocys2a purificada foi dialisada em tampao de hidrolise (NaCl
140 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,3) e hidrolisada com
trombina (0,01 u/pg) no sitio de hidrélise existente entre a proteina de fusdo e a rJplocys2a.

Uma segunda purificagdo foi realizada para retirar a rGST da amostra. Para isto, a resina
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Glutatione Sepharose 4B foi adicionada a amostra, centrifugada a 500 g por 30 segundos ¢
a proteina rJplocys2a foi recuperada no sobrenadante. A concentragdo das proteinas foi
determinada pelo método do acido bicinconinico (kit BCA; Thermo Scientific Pierce) de
acordo com o manual de instrug¢des. Para controle negativo nos ensaios enzimaticos, o vetor
pGEX-4T-1 vazio foi utilizado para transformagao da bactéria competente e a proteina rGST
foi expressa e purificada sob as mesmas condigdes descritas anteriormente.
3.7 Ensaios enzimaticos

As variaveis das reagdes enzimaticas como concentragdo de enzima, substrato e
tampao adequado foram padronizadas. Para cada enzima, diferentes concentragdes de
substrato entre 0,1 ¢ 10 vezes o Km foram utilizadas durante o ensaio de inibi¢do. A
constante de dissociacdo (Ki) de rJplocys2a foi estimada usando diferentes catepsinas para
determinar seu perfil inibitorio. As enzimas foram pré-incubadas com a cistatina
recombinante purificada, em concentragdes que variaram entre 10 a 500 nM no tampao
adequado para cada enzima, durante 15 minutos. O substrato especifico da protease foi
adicionado para estimar a atividade residual da enzima. A concentracdo das enzimas (Sigma)
estdo presentes na Tabela 1. Para as catepsinas C bovina (c6digo do produto: C8511) e L
humana (c6digo do produto: C6854) foi utilizado tampao acetato de sd6dio 100 mM, cloreto
de sodio 100 mM, EDTA 1 mM, e Triton X-100 0,005%, pH 5,5. Para a catepsina B bovina
foi utilizado o tampao acetato de sédio 100 mM, cloreto de s6dio 60 mM e EDTA 1 mM,
pH 5,5. Para a catepsina G humana (cédigo do produto: C4428) foi utilizado o tampao
HEPES 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5. Os substratos utilizados foram os seguintes: Z-Phe-
Arg-MCA (Km= 0,02 mM) para catepsina L; Z-Arg-Arg-pNA (Km= 0,12 mM) para
catepsina B; Gly-Phe-pNA (Km= 1,87 mM) para catepsina C; N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-

pNA (Km= 0,67 mM; os Km foram consultados no Braunschweig Enzyme Database
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(disponivel em http://www.brenda-enzymes.org/) para catepsina G. A cinética da reacao de
degradacdo dos substratos cromogénicos (absor¢do Optica a 405 nm) e fluorogénicos
(emiss@o em 370 e excitagdo em 460 nm) foi monitorada no leitor espectrofotométrico para
microplacas (Spectramax Microplate Reader, Molecular Devices Corporation) por 15
minutos com intervalos de 20 segundos. Para determinacdo da constante de dissociagdo foi
usada a equagdo de regressao nao linear (MORRISON, 1969), utilizando Graphpad Prism
versao 5.0 para Windows.
3.8 Extracdo dos tecidos de carrapato

Glandulas salivares, ovario, intestino de partendginas e teledginas e larvas foram
mantidos em gelo, embebidos em tampao fosfato 10 mM, pH 7,2 e lisados usando gral e
pistilo apropriados. O homogeneizado foi centrifugado a 16.000 g por 15 minutos a 4 °C
para remog¢do do material insoluvel e o sobrenadante coletado. Os extratos proteicos foram
preparados de acordo com a metodologia descrita previamente por da Silva Vaz Jr et al,
(1998). Para coleta da hemolinfa, teledginas de R. microplus foram lavadas em alcool 70%,
fixadas em placa de Petri e mantidas a 4 °C. A superficie da cuticula foi cortada com uma
lamina e a hemolinfa recuperada e armazenada a -20 °C. A saliva foi coletada de fémeas
totalmente ingurgitadas apos injecdo com pilocarpina, como previamente descrito por
Tirloni. et al (2014).

3.9 SDS-PAGE e western blot

A produgdo da cistatina recombinante e a capacidade do soro anti-STQpep
reconhecer cistatinas de R. microplus recombinantes e nativas, foram analisadas por SDS-
PAGE e western blot. Para as analises por western blot, a cistatina recombinante (1 pg de
proteina/canaleta), a saliva (20 pg de proteina/canaleta), a hemolinfa (60 pg de

proteina/canaleta) e os extratos dos tecidos (150 pg de proteina/canaleta) foram submetidos
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a eletroforese em gel de poliacrilamida 14% e, em seguida, transferidos para membrana de
nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com leite em p6 desnatado 5% em PBS. Para
a detec¢do da proteina recombinante, a membrana foi incubada com soro de coelho anti-
GST de H. longicornis (anti-GSTHI; 1:2000), conforme Parizi et al (no prelo). Para detecgdo
da proteina nos tecidos nativos a membrana foi incubada com soro de coelho anti-STQpep
(1:50). Apds incubagdo com anticorpo primario, anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase
alcalina (1:5000) foi utilizado como anticorpo secundario. A revelagdo foi realizada com
NBT (nitro blue tetrazolium) e BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfatase, Sigma) em PBS.
4. RESULTADOS

4.1 Identificacdo e analise da sequéncia nucleotidica de Jplocys2a

A sequéncia nucleotidica do gene Jplocys2a possui uma fase de leitura aberta de 423
pares de bases e a sequéncia predita de aminoacidos contém um peptideo-sinal com sitio de
hidrolise entre os aminoacidos 18 ¢ 19 e quatro residuos de cisteina (Figura 1). A proteina
sem peptideo-sinal tem uma massa molecular predita de 13,7 kDa. O residuo de glicina (G)
da regiao N-terminal, os motivos QxVxG e PW da regido C-terminal sdo caracteristicos das
cistatinas do tipo 2, e se mostraram conservados em Jplocys2a. O dominio inibitério SND
que atua sobre legumainas/asparaginil endopeptidases encontrados na cistatina C humana

estd ausente em Jplocys2a, assim como em outras cistatinas de carrapato.

=

ATGGCTTTCTTCAAGG
M A F F

GAGCAGGTCAAAGAGGGCOCTGGTCGGAGGOTGGA

-1
H

Figura 1: Sequéncia nucleotidica e predicdo da sequéncia de amino&cidos de
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Jplocys2a. O peptideo-sinal esta sublinhado. Os residuos de cisteina estdo em cinza e os
motivos conservados PI (G), PII (QxVxG) e PIII (PW) estdo destacados por caixas.
4.2 Antigenicidade de cistatinas in silico e selecdo do peptideo

O alinhamento entre as sequéncias preditas de aminoacidos da Jplocys2a e outras
cistatinas de R. microplus mostrou regides conservadas e antigénicas (Figura 2). O
peptideo de sequéncia STQVEGREYYDTVL baseado na proteina Jplocys2a (STQpep)
foi selecionado para ser sintetizado. A escolha do peptideo esta de acordo com a analise

de regides com maior similaridade e, ao mesmo tempo, alta antigenicidade entre as

cistatinas.
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Figura 2: Regides antigénicas e conservadas entre cistatinas de carrapatos e selecéo do



peptideo de Jplocys2a. O grafico mostra o indice de antigenicidade das cistatinas, que foi
predito usando o algoritmo Jameson-Wolf. Os alinhamentos mostram regides conservadas
entre Jplocys2a ¢ outras cistatinas de R. microplus (BrBmcys2a, BrBmcys2b, BrBmcys2c e
Rm cystatin). As caixas em preto indicam regides conservadas e, a0 mesmo tempo,
antigénicas entre as cistatinas analisadas. Os asteriscos indicam a regido da proteina
selecionada para sintese do peptideo.

4.3 Producéo da cistatina recombinante.

A proteina recombinante GST-Jplocys2a foi expressa de forma soliivel em E. coli e
purificada por cromatografia de afinidade. A proteina conjugada foi hidrolisada por trombina
(Sigma) e a rJplocys2a ap6s purificacdo foi recuperada (Figura 3). O SDS-PAGE mostrou
que a proteina conjugada rGST-Jplocys2a possui uma massa molecular de aproximadamente
45 kDa enquanto que a cistatina possui pouco menos que 15 kDa. Este resultado esta de
acordo com o a massa molecular estimada in silico (13,7 kDa). A analise por western blot
mostrou que a rGST-Jplocys2a foi reconhecida pelo soro contendo anticorpo anti-GSTHI,

confirmando a identidade da proteina expressa.

1 2 3 4

MM

45 kDa _|||.I
30kDa —.
15kDa —

Figura 3: SDS-PAGE e western blot da producéo de rJplocys2a. Western blot da rGST-
Jplocys2a purificada identificada com anticorpo anti-GSTHI (1). SDS-PAGE: rGST-
Jplocys2a purificada antes (2) e apos a clivagem com trombina (3) (rGST e Jplocys2a
separadas); rJplocys2a purificada (4). Massa molecular (MM).
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4.4 Perfil inibitério de rJplocys2a

Os ensaios enzimaticos foram realizados para caracterizar a especificidade da cistatina
rJplocys2a para as diferentes catepsina (Tabela 1). rJplocys2a foi capaz de modular a
atividade da catepsina B, C e L com diferentes niveis de afinidade, apresentando menor Ki
para a catepsina L. A catepsina C, no entanto, foi inibida com menor eficiéncia,
apresentando um Ki maior que 1 uM. A catepsina G, uma serino protease, nao foi inibida

por rlplocys2a.

Tabela 1: Valores das constantes de dissociacdo (Ki) de rJplocys2a para diferentes
proteases

Concentracao da Ki(nM)
Enzima Familia enzima
Catepsina B Cisteino protease 0.500 uM 154.70 £ 106.71
Catepsina C ' Cisteino protease 0.160 uM > 1 uM
Catepsina L 2 Cisteino protease 0.043 uM 4.39+1.76
Catepsina G 2 Serino protease 0.100 uM n.i.

n.i. ndo inibida na presenca de 0.5 puM de rJplocys2a;
!Catepsina bovina;
’Catepsina humana.

4.5 Antigenicidade cruzada entre STQ-pep e cistatinas de Rhipicephalus microplus

O reconhecimento de cistatinas nativas de R. microplus pelo soro anti-STQpep foi usado
para determinar a antigenicidade cruzada entre a cistatinas de |. ovatus e R. microplus. Esse
soro foi capaz de reconhecer proteinas de mesma massa molecular que as cistatinas nas
glandulas salivares de fémeas de R. microplus totalmente e parcialmente ingurgitadas. Além
disso, também reconheceu rBrBmcys2b (IMAMURA, 2013), uma cistatina recombinante de
R. microplus e a propria rJplocys2a (Figura 4). O soro do coelho pré-imune ndo foi capaz de

reconhecer nenhuma dessas proteinas (dados ndo mostrados).
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Figura 4: Antigenicidade cruzada entre STQ-pep e cistatinas de R. microplus. Através
de western blot rJplocys2a, cistatina recombinante de R. microplus e cistatinas nativas dos
tecidos de R. microplus foram analisadas utilizando soro anti-STQpep. SGt, glandulas
salivares de fémeas totalmente ingurgitadas; SGp, glandulas salivares de fémeas
parcialmente ingurgitadas; C2b, rBrBmcys2b; Clo, rJplocys2a. MM: massa molecular.

5. DISCUSSAO
A identificacdo e caracterizagdo de proteinas que desempenham um papel importante
durante o desenvolvimento do carrapato pode auxiliar no desenvolvimento racional de novas
vacinas contra este parasita (MULENGA et al, 2000). Diversos grupos de pesquisa dedicam-
se a compreender os mecanismos de proteinas envolvidas em processos fisioldgicos no
carrapato, a maioria deles busca utilizar essas moléculas como alvos para o seu controle.
Entre as diversas proteinas estudadas estdo as cistatinas. Experimentos de alimentagdo
artificial com anticorpos anti-cistatina e RNAi em carrapatos revelaram que a interferéncia
na atividade inibitéria destas proteinas prejudica a alimentagdo e o desenvolvimento do
carrapato (KOTSYFAKIS et al, 2006;2007; ALVAREZ-FERNANDEZ et al, 1999), pois as
cistatinas podem regular enzimas especificas que atuam em diferentes momentos da digestao
e a interferéncia na regulacdo através da inibigdo da cistatina poderia prejudicar a
homeostase deste processo, como por exemplo durante a digestdo da hemoglobina
(FRANTA et al, 2010).
A literatura referente ao carrapato |. ovatus fornece poucas informagdes sobre a
biologia desta espécie. Apesar de existirem dados relacionados a infec¢ao por patdgenos,

(TAKEDA et al, 1998; SHIBATA et al, 2000; KAWAHARA et al, 2004; SAITO-ITO et al,
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2004; YANO et al, 2005; ZAMOTO-NIIKURA et al, 2012; CHAO et al, 2014), a
identificagdo e caracterizacdo de proteinas desse carrapato ainda ndo foi realizada, portanto,
pouco se sabe sobre a participacdo de proteinas em processos fisiologicos e sua utilizagao
como antigeno vacinal nesta espécie. Neste sentido, este trabalho visa contribuir para o
conhecimento da biologia desta espécie e do desenvolvimento de potenciais alvos para o

controle dos carrapatos.

Através da clonagem e sequenciamento do gene Jplocys2a foi possivel predizer a
estrutura primaria da proteina. As analises da sequéncia de aminoacidos in silico revelaram
uma proteina com massa molecular de 13,7 kDa, contendo peptideo-sinal, quatro cisteinas
conservadas que provavelmente participam de ligacdes dissulfeto e os motivos conservados
que foram o dominio inibitdério (Figura 1). De acordo com estas caracteristicas ¢ possivel
classificar a proteina Jplocys2a como sendo uma cistatina do tipo 2. Uma caracteristica
interessante apresentada por cistatinas de carrapatos, incluindo Jplocys2a, ¢ a auséncia do
motivo SND, relacionado com a inibi¢cdo de legumainas (ALVAREZ-FERNANDEZ et al,
1999). Esse motivo ¢ conservado em mamiferos (ALVAREZ-FERNANDEZ et al, 1999),
mas parece ndo se manter conservado em cistatinas de artropodes, apesar de diversas cisteino
proteases do tipo legumaina participarem de processos fisiologicos em carrapatos (ALIM et

al, 2007; 2009)

Neste trabalho, um peptideo baseado na sequéncia de Jplocys2a foi sintetizado a fim
de avaliar a antigenicidade cruzada entre esta cistatina ¢ outras cistatinas de R. microplus.
Para que haja antigenicidade cruzada, ¢ necessario que o anticorpo gerado contra o epitopo
de uma proteina reconheca epitopos iguais ou similares de outra proteina. Neste sentido, ¢
possivel identificar regides que possivelmente gerem antigenicidade cruzada entre duas ou

mais proteinas. Na Figura 2, o alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos de Jplocys2a

44



e de outras cistatinas de R. microplus indicam regides conservadas (destacadas em preto). E
provavel que sequéncias conservadas de aminoacidos sejam capazes de induzir uma resposta
imune com antigenicidade cruzada, no entanto, estas regides precisam estar expostas e
acessiveis para o anticorpo durante uma exposi¢ao natural da proteina. Além disso, quando
utilizado na imunizagao, o antigeno nao deve induzir o reconhecimento de proteinas proprias
do hospedeiro. Neste sentido, as regides mais conservadas entre as cistatinas de modo geral
estdo localizadas nos motivos responsaveis pela inibicdo (BROWN & DZIEGIELEWSKA,
1997, OCHIENG & CHAUDHURI, 2010; SCHWARZ et al, 2012). Deste modo, foi
identificada uma regido baseada na sequéncia de aminodacidos de Jplocys2a, que contempla
a caracteristica de possuir similaridade entre Jplocys2a e outras cistatinas de R. microplus,
ser antigénica, de acordo com a andlise pelo algoritmo Jameson Wolf e, ainda, estar
localizada fora do sitio ativo (Figura 2). Além disso, quando a sequéncia do peptideo foi
comparada com as sequéncias depositadas no Genbank, utilizado a ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool (algoritmo BLASTp), foram encontradas sequéncias de proteinas de
I. scapularis, O. moubata, R. microplus e I. ricinus e nenhuma de mamifero, sugerindo que
esta proteina pode gerar antigenicidade cruzada contra estas espécies e, provavelmente, nao

produzir resposta imune contra o proprio hospedeiro.

Os anticorpos gerados contra o peptideo STQ-pep foram capazes de reconhecer a
proteina da qual foi baseado e, ainda, cistatinas da glandula salivar de fémeas de R. microplus
parcialmente e totalmente ingurgitadas, além de uma cistatina recombinante da mesma
espécie de carrapato (Figura 4). A imuniza¢ao com o peptideo direciona a resposta imune
para o local desejado, assim, ao invés de utilizar a proteina Jplocys2a inteira para
imunizagao, a selecdo de uma regido que possui as caracteristicas adequadas pode aumentar

a antigenicidade cruzada entre as proteinas, direcionando o reconhecimento de epitopos
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imunodominantes e conservados. A imunizacao com peptideos sintéticos foi utilizada para
direcionar a resposta imune a sitios especificos da proteina subolesina (MANZANO-
ROMAN et al, 2015). Experimentos anteriores demonstraram que o silenciamento do gene
da subolesina em O. erraticus ¢ O. moubata por RNAI foi capaz de diminuir a oviposi¢ao
em 95%, enquanto que a alimentagcdo destes carrapatos em animais imunizados com a
proteina inteira resultou em uma diminui¢do da oviposi¢ao entre 5 ¢ 25% (MANZANO-
ROMAN et al, 2012). Os autores sugeriram que a diminui¢éo da eficiéncia pelo experimento
de imunizacdo poderia estar relacionada ao direcionamento da resposta imune
principalmente para epitopos imunodominantes ndo protetores. Neste sentido, peptideos
sintéticos, que nao eram reconhecidos ap6s imunizagdo com a proteina inteira, foram
utilizados em um experimento de vacinagdo contra O. erraticus e O. moubata, que resultou
em uma protecdo de 70.1% e 83.1%, respectivamente. Estes dados indicam que os
anticorpos gerados a partir da imunizacdo com a proteina inteira neutralizam sitios que ndo
estdo relacionados a atividade da proteina e que a utilizacdo de peptideos pode induzir a
geracdo de anticorpos contra estas regides, resultando em protecao. A utilizagao de peptideos
sintéticos como vacina contra o carrapato R. microplus ja foi testada (PATARROYO et al,
2002). Trés peptideos sintéticos (SBm7462, SBm4912 e SBm19733) baseados na sequéncia
de aminoacidos da proteina Bm86 foram utilizados para imuniza¢ao de bovinos. Anticorpos
gerados contra SBm7462 e SBm4912 mostraram grande reagdo com a superficie das células
epiteliais e no interior de vacuolos digestivos de R. microplus. Além disso, quando
carrapatos foram desafiados em bovinos imunizados com os peptideos SBm4912 e
SBm7462, reduziram o nimero ¢ o peso de fémeas adultas e a capacidade de oviposigao.
Vacinas baseadas em peptideos sintéticos sdo estudadas contra malaria (SIRIMA, et al,

2009), hepatite C (EL-AWADY et al, 2009, 2010), virus da febre amarela (TANG et al,
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2013) e papiloma virus (VAN POELGEEST et al, 2013). Estratégias que usam proteinas de
uma espécie para proteger contra outra espécie também sao utilizadas. Quando GST-HI foi
utilizada em experimento de imunizagdo em bovino contra infestacdo por R. microplus foi
observada diminui¢do de 50% no numero de fémeas ingurgitadas (PARIZI etal, 2011). Além
disso, anticorpos gerados contra as proteinas GST ¢ CRT de H. longicornis sido capazes de

reconhecer proteinas nativas e recombinantes de R. microplus (PARIZI et al, 2009; 2011).

Para avaliar o perfil inibitorio de rJplocys2a, foram selecionadas trés cisteino proteases
envolvidas na degradagao proteolitica da hemoglobina em carrapatos (HORN et al, 2009;
LYO et al, 2012). A cistatina rJplocys2a foi capaz de inibir as catepsinas B, C e L em
diferentes niveis, com menor Ki para as catepsinas L ¢ B. Em I. ricinus essas catepsinas
participam da degradacdo da hemoglobina em etapas iniciais, gerando fragmentos
considerados grandes, enquanto que a catepsina C participa da hemolise nas fases finais,
gerando pequenos peptideos (FRANTA et al, 2010). Neste sentido, a cistatina Jplocys2a
poderia participar da regulacdo da hemolise durante a digestdo em |. ovatus, com maior
importancia durante as etapas iniciais da degradagdo. Além disso, a catepsina L esta
envolvida com o sistema imune do hospedeiro, regulando a via de apresentacao de antigenos
pelo MHC classe I (HSING & RUDENSKY, 2005), assim como a degradagdao da matriz
extracelular durante a inflamacao (LYO et al, 2012). A atividade da catepsina L, secretada
por macrofagos no local da picada do carrapato, pode hidrolisar proteinas responsaveis pela
elasticidade da pele e danificar o tecido do hospedeiro naquela regido, dificultando a fixacao
do carrapato durante a alimentacao (KOTSYFAKIS et al, 2007). A inibicao da catepsina L
por cistatinas secretadas na saliva do carrapato poderia ajudar a correta fixagcdo e alimentagao
do carrapato, uma vez que a inibigdo dos efeitos de cistatinas por RNAi e vacinacao

resultaram no aumento da inflamacdo e rejeicdo do parasita pela resposta imune do
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hospedeiro (LYO et al, 2012; KOTSYFAKIS et al, 2007; 2008). Se Jplocys2a for uma
cistatina secretada na saliva de |. ovatus ela poderia estar envolvida nesse mecanismo,

contribuindo para o sucesso durante a alimentacao desta espécie.

Neste trabalho, foi observada uma inibicao diferencial para as catepsinas B, L e C,
indicando que Jplocys2a poderia estar envolvida em diferentes processos relacionados a
estas enzimas, principalmente na degradacdo da hemoglobina durante as fases iniciais e na
modulacdo da resposta imune do hospedeiro. Além disso, a imuniza¢gdo com peptideos
gerados de forma racional, a partir da selecdo de regides conservadas e antigénicas entre
proteinas, pode ser considerada uma estratégia interessante para direcionar a resposta imune
do hospedeiro. Através desta estratégia, foi possivel observar a geracao de antigenicidade
cruzada entre rlplocys2a ¢ outras cistatinas de R. microplus. Esse resultado amplia as

possibilidades de investir no desenvolvimento de uma vacina multi-espécie.
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Background: Cystatins are a group of cysteine protease inhibitors responsible for
physiological proteolysis regulation and present in a wide range of organisms. Studies
about this class of inhibitors in parasites have contributed to clarify their roles in
important physiological processes, like blood digestion and modulation of host immune
response during blood feeding. Thus, cystatins are a subject of research on the
development of new parasite control methods. Additionally, the characterization of
proteins shared by different parasite species represents a valuable strategy to find
potential targets in multi-species control methods. However, cystatin functions in ticks
remain undetermined, especially in Rhipicephalus microplus and Ixodes ovatus, two
species that affect livestock and human health, respectively.

Methods: Here we report the inhibitory profile of two R. microplus (BrBmcys2b and
BrBmcys2c) and one I. ovatus (Jplocys2a) cystatins to commercial cathepsins B, C,
and L. The presence of native cystatins in R. microplus tissues was analyzed using
sera against recombinant BrBmcys2b and BrBmcys2c. Also, a peptide from Jplocys2a
was synthesized for rabbit immunization, and this serum was used to analyze the cross
antigenicity between R. microplus and |. ovatus cystatins.

Results: Enzymatic inhibition profile of tick cystatins shows a distinct modulation for
cathepsins related to tick blood digestion and evasion of host immune response.
Furthermore, BrBmcys2b was detected in saliva and different tissues along tick stages,
while BrBmcys2c was detected mainly in gut from partially engorged R. microplus
females, demonstrating a distinct pattern of cystatin expression, secretion and traffic
between tick tissues. Moreover, phylogenetic analysis suggests that Jplocys2a
belongs to the group of tick gut secreted cystatins. Finally, cross-antigenicity assays
revealed that antibodies against the Jplocys2a peptide recognize native and
recombinant R. microplus cystatins.

Conclusion: The presence of these proteins in different tissues and their ability to
differentially inhibit cathepsins suggest distinct roles for Jplocys2a, BrBmcys2b, and
BrBmcys2c in blood digestion, egg and larvae development, and modulation of host
immune response in tick physiology. The cross-antigenicity between native and
recombinant cystatins supports further experiments using Jplocys2a, BrBmcys2b, and
BrBmcys2c as vaccine antigens.
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Background: Cystatins are a group of cysteine protease inhibitors responsible for
physiological proteolysis regulation and present in a wide range of organisms. Studies
about this class of inhibitors in parasites have contributed to clarify their roles in important
physiological processes, like blood digestion and modulation of host immune response
during blood feeding. Thus, cystatins are a subject of research on the development of new
parasite control methods. Additionally, the characterization of proteins shared by different
parasite species represents a valuable strategy to find potential targets in multi-species
control methods. However, cystatin functions in ticks remain undetermined, especially in
Rhipicephalus microplus and Ixodes ovatus, two species that affect livestock and human
health, respectively.

Methods: Here we report the inhibitory profile of two R. microplus (BrBmcys2b and
BrBmcys2c) and one I. ovatus (Jplocys2a) cystatins to commercial cathepsins B, C, and L.
The presence of native cystatins in R. microplus tissues was analyzed using sera against
recombinant BrBmcys2b and BrBmcys2c. Also, a peptide from Jplocys2a was synthesized
for rabbit immunization, and this serum was used to analyze the cross antigenicity between
R. microplus and I. ovatus cystatins.

Results: Enzymatic inhibition profile of tick cystatins shows a distinct modulation for
cathepsins related to tick blood digestion and evasion of host immune response.
Furthermore, BrBmcys2b was detected in saliva and different tissues along tick stages,
while BrBmcys2c was detected mainly in gut from partially engorged R. microplus
females, demonstrating a distinct pattern of cystatin expression, secretion and traffic
between tick tissues. Moreover, phylogenetic analysis suggests that Jplocys2a belongs to

the group of tick gut secreted cystatins. Finally, cross-antigenicity assays revealed that
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antibodies against the Jplocys2a peptide recognize native and recombinant R. microplus
cystatins.

Conclusion: The presence of these proteins in different tissues and their ability to
differentially inhibit cathepsins suggest distinct roles for Jplocys2a, BrBmcys2b, and
BrBmcys2c in blood digestion, egg and larvae development, and modulation of host
immune response in tick physiology. The cross-antigenicity between native and
recombinant cystatins supports further experiments using Jplocys2a, BrBmcys2b, and

BrBmcys2c as vaccine antigens.

Keywords: inhibitor, cystatin, tick, Rhipicephalus microplus, Ixodes ovatus.

Background

Cystatins are tightly binding inhibitors of cysteine proteases [1]. In parasites, these
inhibitors are involved in internal protective and regulatory biological processes [2] as well
as in the modulation of the host’s defense responses [3]. Classically, cystatins are divided
into three groups, known as stefin (type 1), cystatin (type 2), and kininogen (type 3),
although in ticks only stefins and cystatins have been reported [4]. It was only in recent
years that the physiological functions of tick cystatins [4,5] and their target cysteine
cathepsins [6,7] during tick blood-feeding, digestion and development became the object
of more consistent research. Previous studies have also demonstrated that tick cystatins
modulate host cathepsins involved in processes like inflammation, antigen processing and
presentation, phagocytosis, and cytokine expression [2]. The regulation of these
physiological processes by tick cystatins promotes blood uptake and survival of parasite

while it is attached to the host.
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The first tick cystatin biochemically or molecularly characterized was isolated
from Amblyomma americanum [8]. Back then, the participation of this cystatin was
implicated in host immunomodulation and tick protection to harmful ingested factors
during blood feeding. In Ixodes scapularis, two cystatins were biochemically
characterized, Sialostatin L and Sialostatin L2 [9,10]. Sialostatin L showed host immune
system modulation and cathepsins L, V, C, X, B, and papain inhibition, while Sialostatin
L2 inhibited cathepsins L, V, S, and C, showing higher expression rate in late feeding. The
enzymatic inhibition profile of Haemaphysalis longicornis cystatins for papain, cathepsins
L, B, H, as well as tick cathepsins have been characterized in previous research [7,11-14].
Furthermore, it was demonstrated that some of the cystatins from H. longicornis play a role
in innate immunity [11] and blood feeding [7,14]. Cystatins from Ornithodoros moubata
were able to inhibit cathepsins B, L, S, H, and C [15,16], and affect T-cell and dendritic
cells proliferation and cytokine release [16]. Additionally, it was suggested that one
Rhipicephalus appendiculatus cystatin present in nymph, male and female gut after feeding
is involved in blood digestion process [17]. Taken together, these results indicate that

cystatins play widespread and distinct regulatory roles in different tick species.

Rhipicephalus microplus is one of the most consistently studied cattle tick species,
mainly because of the potentially expressive economic losses it causes in the livestock
industry [18]. However, despite the great interest in understanding the physiology of this
tick, few studies have analyzed R. microplus cystatins. Some R. microplus cysteine
proteases were identified and characterized [19-21], demonstrating the importance of these
enzymes in a variety of physiological processes and parasite stages. Nevertheless, few R.
microplus cystatins and its target cysteine proteases have been characterized, including

only one type 2 cystatin [5], named Rmcystatin-3. Rmcystatin-3 is expressed in tick fat
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body, salivary glands, and hemocyte, though it inhibits cathepsin L, B, and BmCI-1, a gut
R. microplus cysteine endopeptidase [19], which suggests its role in tick blood digestion.
Consequently, the control of R. microplus cysteine proteases activities by cystatins remains
essentially unknown. In a previous work [22] we analyzed the sequence properties and
immunogenicity of putative cystatins from R. microplus. These cystatins showed a high
degree of homology among Rhipicephalus spp., differential RNA expression patterns in
tick tissues, as well as cross-reactivity between them, suggesting the existence of shared

epitopes.

The tick Ixodes ovatus geographic prevalence has been reported in Southeast Asia
countries [23,24]. Its main hosts are humans, and bite cases have been observed in Tibet,
Burma, Nepal, Japan, and China [25]. Borrelia burgdorferi and Ehrlichia species, which
are the causal agents of Lyme disease and ehrlichiosis, respectively, are transmitted by
ixodid ticks, and I. ovatus was found to be infected with Borrelia and Ehrlichia species
[26-28]. However, no human cases of Lyme disease and ehrlichiosis transmitted by I.
ovatus have been confirmed to date [27]. Also, no cystatins were characterized for this tick

species so far.

Tick control is a great challenge in livestock and public health management
worldwide, and relies on the use of synthetic acaricides [29]. In spite of that, vaccines have
emerged as an interesting alternative method to decrease tick populations and the incidence
of tick-borne diseases in the environment [30]. Since hosts in several regions are exposed
to multi-tick infestation, the development of a single vaccine against multiple species may
be advantageous in control strategies against these parasites. A number of vaccination
experiments showed the potential use of tick proteins to protect hosts against more than

one tick species, demonstrating the feasibility of induction of cross-protection [31]. These
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tick protective proteins are present in many physiological processes, likeBm86, a gut
protein of unknown function [32]; glutathione-S transferase, an enzyme responsible to
detoxification of cell xenobiotic compounds[33]; ferritins, iron-storage proteins [34]; a
cement protein named 64TRP [35]; and subolesin, a gene-expression regulator [36]. In
fact, some of these tick antigens, such as Bm86 and its homologues, developed a higher
protective host immune response to different tick species, rather than the tick species from
which the antigen was isolated [31]. Vaccination trials using cystatins as antigens were
performed against I. scapularis [37] and Ornithodoros moubata [16] infestations, showing
the potential of these inhibitors to compose a vaccine against ticks. Despite the importance
of cross antigenicity analysis as a preliminary step to detect multi-species antigen
candidates, the potential of cross-protection induced by tick cystatins has yet to be

analyzed.

In order to improve the understanding of the physiological roles of cystatins and the
potential of these inhibitors as antigen in a multi-species vaccine, we characterized the
inhibitory profile, tissue expression, and cross-antigenicity of a new I. ovatus cystatin,
Jplocys2a, and two R. microplus cystatins, BrBmcys2b and BrBmcys2c. The presence of
these proteins in different tick tissues and their ability to differently inhibit cathepsins
suggest distinct roles for Jplocys2a, BrBmcys2b, and BrBmcys2c in blood digestion and
modulation of host immune response in tick physiology. The cross-antigenicity among
cystatins from these two tick species paves the way for further experiments using

Jplocys2a, BrBmcys2b, and BrBmcys2c as vaccine antigens.

Methods

Animals and ticks
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Partially and fully engorged female ticks (Porto Alegre R. microplus strain) were
collected from Hereford (Bos taurus taurus) cattle for tissue dissection. Partially engorged
R. microplus females weighing between 25 and 60 mg were recovered manually from
calves [38]. New Zealand White rabbits and Hereford cattle were housed at the Faculdade
de Veterinaria of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. The experiments
were approved and conducted following the guidelines of the Ethics Committee on Animal
Experimentation of the same university. |. ovatus adult ticks were collected by flagging
from the lower vegetation in forests in Hokkaido, Japan, and maintained by experimental
infestation on hamsters to full engorgement. Hamsters were maintained in a P3 animal
facility at Graduate School of Veterinary Medicine, Hokkaido University in accordance

with the Institutional Animal Care and Use Committee guidelines.

Cloning of cystatin ORF sequences

For cloning of the Jplocys2a sequence, primers 5'-
GACTAGTCGCCAGCACGATGGCT-3’(forward) and 5'-
TGTCATTTAACATGCGGCTGACGTC-3’(reverse) were designed based on TIGR
nucleotide database (TC51659) from I. scapularis gene sequence with high similarity to
cystatins. One ORF was amplified by RT-PCR from I. ovatus ovary RNA and cloned in
pGEM-T vector (Promega). For cloning the DNA sequence encoding the mature Jplocys2a
protein in the expression vector, the plasmid pGEM-T-Jplocys2a was amplified using the
primers 5-TTTTTGGATCCGGGTCGGCGAGCAGGTC-3’ (forward) and 5°-
AAAAAGAATTCCTAGACATTATTAGGAGCTTCGCAGTGGTAG-3’ (reverse). The
PCR product was hydrolyzed with BamHI and EcoRI (Invitrogen) restriction enzymes and

separated by electrophoresis on 0.8% agarose gel. The 396-bp fragment was excised,
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purified using the Geneclean Il Kit (Qbiogene), and ligated into plasmid pGEX-4T-1 (GE
Healthcare) downstream the Glutathione S-transferase (GST) gene, which codifies the
fusion protein. The plasmid pGEX-4T-1-Jplocys2a was transformed into Escherichia coli
XL1BLUE strain. Transformed cells were plated and cultivated in LB agar containing
ampicillin and chloramphenicol (50ug/mL). The plasmid was purified and the cloned
product was confirmed by sequencing.

The BrBmcys2b and BrBmcys2c nucleotide sequences were previously cloned
[22]. In short, cystatin-coding regions were amplified by PCR from R. microplus salivary

gland cDNA and cloned into plasmid pET-5a (Novagen).

In silico analyses

Jplocys2a DNA sequence analysis, amino acid predictions, and sequences
alignment were conducted using the BioEdit version 7.2.5 software [39]. The cystatin
antigenic index was calculated using the Jameson—Wolf algorithm in the software
LASERGENE, version 7.0.0, to predict antigenic determinants by combining existing
methods for protein structural predictions [40]. For phylogenetic analysis, an unrooted
neighbor-joining phylogenetic tree was created using the MEGA software, version 5 [41].
Bootstrap support was assessed using 1000 replicates. The GenBank accession numbers for
cystatins used in analysis were: R. microplus BrBmcys2b [GenBank: KC816580], R.
microplus BrBmcys2c [GenBank: KC816581], R. microplus Rmcystatin-3 [GenBank:
AIX97454]; 1. ovatus Jplocys2a [GenBank: KP253747]; 1. scapularis sialostatin 1
[GenBank: AF483724], 1. scapularis sialostatin 2 [GenBank: DQ066048]; H. longicornis

Hlcyst-2 [GenBank: DQ364159], H. longicornis Hicyst-3[GenBank: EU426545].
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Peptide synthesis

To raise antibodies against conserved and exposed regions among tick cystatins, a
peptide with 14 amino acids from the Jplocys2a amino acid sequence was synthesized
(STQpep). Antigenic analysis of cystatins and percentage of identity among Jplocys2a,
BrBmcys2a, BrBmcys2b, Brbmcys2c, and other tick cystatins were used to select the
peptide. Peptides were kindly provided by Maria Aparecida Juliano, Department of
Biophysics, Federal University of Sdo Paulo (UNIFESP), SP, Brazil. An automated bench-
top simultaneous multiple solid-phase peptide synthesizer (PSSM 8 system, Shimadzu)
was used for the solid-phase synthesis of the peptides by the Fmoc-procedure. Final
peptides were deprotected in trifluoracetic acid and purified by semipreparative HPLC
using an Econosil C-18 column. Analytical HPLC was performed using a binary HPLC
system from Shimadzu with a SPD-10AV Shimadzu uv-vis detector, coupled to an
Ultrasphere C-18 column. The HPLC column elutes were monitored by their absorbance at
220 nm. The molecular weight and purity of synthesized peptides were checked by
MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Daltons) or electron spray LC/MS-2010

(Shimadzu) [42,43].

Expression and purification of recombinant cystatins

E. coli C41 (DE3), C43 (DE3) and RIL strains were transformed with plasmids
containing the BrBmcys2b, BrBmcys2c, and Jplocys2a sequences, respectively. The
recombinant proteins BrBmcys2b and BrBmcys2c were expressed in SOB medium with
0.4 mM isopropyl-p-D-thiogalactopyrano (IPTG) for 16 h at 25 °C. rGST-Jplocys2a
protein was expressed in LB medium with 0.1 mM IPTG for 24 h at 37 °C. Cells were

further harvested by centrifugation at 10,000 x g for 10 min at 4 °C. rBrBmcys2b and
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rBrBmcys2c were resuspended in phosphate buffer containing 100 mM of imidazole (lysis
buffer) and rGST-Jplocys2a in PBS. For cell lysis, the suspension was sonicated five times
for 30 s at 40 MHz on ice (Sonics or Qsonica, respectively). The soluble and insoluble

fractions were separated by centrifugation at 10,000 x g for 10 min at 4 °C (Hitachi).

The soluble fractions containing the rBrBmcys2b and rBrBmcys2c were purified by
nickel-chelating Sepharose chromatography (GE Healthcare). Briefly, the soluble fractions
were filtered in 0.45-um filters (Whatman) and then applied into the columns previously
equilibrated with phosphate lysis buffer. Proteins of interest were eluted with phosphate
buffer containing 150 mM of imidazole at room temperature. Eluted fractions were
purified using centrifugal filter devices (Centricon YM10 - 50,000 MW cut-off, Millipore),
lyophilized and dialyzed against PBS. The soluble fractions containing the rGST-
Jplocys2a was purified by Glutathione Sepharose4B (Amersham Bioscience) and eluted
with 50mM Tris-HCI buffer and10 mM glutathione, in pH 8.0. Purified rGST-Jplocys2a
was dialyzed in cleavage buffer (NaCl 140 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO, 10mM, KH,PO,
1.8mM, pH 7.3) and cleaved by Thrombin (0.01u/pg; Sigma). rGST fusion protein was
bound by Glutathione Sepharose 4B, and pure rJplocys2a was recovered in the
supernatant. Protein concentrations were determined using the BCA Protein Assay kit

(Thermo Scientific) following the manufacturer's instructions.

Enzymatic assays

Remaining enzymatic activity and apparent dissociation constants (KIs) were
estimated using different cathepsins (Sigma) to determine the inhibitory profile of
rBrBmcys2b, rBrBmcys2c, and rJplocys2a. Enzymes were preincubated with recombinant

cystatins at different concentrations ranging from 10 to 500 nM in the corresponding assay
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buffer for 15 min, and protease-specific substrates (Sigma) were added to estimate residual
enzyme activity. Enzymes concentrations are presented in Table 1. Assay buffer and
enzymes were used as follows: 100 mM sodium acetate, pH 5.5, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, and 0.005% TritonX-100 for bovine cathepsin C and human cathepsin L; 100 mM
sodium acetate, pH 5.5, 60 mM NaCl, 1 mM EDTA for bovine cathepsin B; 100 mM
HEPES, pH 7.5, 1 mM EDTA for human cathepsin G. For Kls determination, substrates
were used as follows: Z-Phe-Arg-MCA (0.012-0.1 mM) for cathepsin L; Z-Arg-Arg-pNA
(0.012-1.0 mM) for cathepsin B; Gly-Phe-pNA (0.6-2.25mM) for cathepsin C; N-Succinyl-
Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (0.67 mM) for cathepsin G. Chromogenic (405 nm of absorption)
and fluorescence intensity (370 and 460 nm for emission and excitation, respectively)
assays were monitored in a microplate spectrophotometer (Spectramax Microplate Reader,
Molecular Devices Corporation). Data were fit for appropriate tight-binding inhibitors
using a nonlinear regression analysis equation (Morrison, 1969) performed using

GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software).

Tick tissues extraction

Salivary glands, ovary, gut, fat body and larvae were disrupted and homogenized
using a mortar and pestle in an ice bath with 10 mM phosphate buffer, pH 7.2. The
homogenate was centrifuged at 16,000 x g for 15 min at 4 °C to remove the insoluble
material. Next, the soluble supernatant fraction was collected. The protein extracts were
prepared according to the method previously described [44]. Tick hemolymph was
collected as follows: engorged R. microplus females were washed in alcohol 70 %, fixed to

Petri dishes and kept at 4°C; the cuticle was slit with a razor blade and the exuding
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hemolymph recovered and stored at -20°C. Saliva was collected by pilocarpine injection as

previously described [45].

Immunization of hamsters and rabbits

Two hamsters were subcutaneously inoculated with 50 pg of rBrBmcys2c or PBS.
Immunizations consisted of four doses at 14-day intervals with the recombinant proteins
emulsified in Freund’s incomplete adjuvant. Two rabbits were subcutaneously immunized
four times at 14-day intervals with 625 pg of STQpep conjugated with carrier protein
keyhole limpet hemocyanin (KLH; Sigma) or 200ug of GST from H. longicornis [46] both
emulsified in Marcol-Moltanide (Exxon Mobil Corporation) adjuvant. Hamsters and rabbit
blood were collected 14 days after the last booster, and sera were separated by centrifuging
samples at 10,000 x g for 5 min at 4°C. Serum aliquots were preserved at —20°C upon use.

Mice sera used in serological analysis were produced in a previous study [22].

SDS-PAGE and Western blotting

The production of recombinant cystatins and the presence of native cystatin in
tissues were analyzed by SDS-PAGE [47] and Western blot [48]. For Western blot
analyses, recombinant cystatins (1 pg protein/lane), saliva (20 pg protein/lane),
hemolymph (60 pg protein/lane) and tissue extracts (150 ug protein/lane) were resolved in
14% gel for SDS-PAGE, followed by transference to nitrocellulose membranes. The
membranes were blocked with 5% non-fat dry milk in PBS and further incubated with
mice, hamster or rabbit sera diluted to 1:50. Additionally, for rBmcys2b, rBmcys2c, and
rJplocys2a detection, anti-histidine tag or anti-GST-HI antibodies (1:2,000) were used.
After primarily sera incubations, anti-1gG species specific alkaline phosphatase (mouse

and rabbit sera) and peroxidase (hamster serum) conjugates (1:5,000) were used as
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secondary antibodies. Alkaline phosphatase revelations were performed with NBT (nitro
blue tetrazolium) and BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Sigma) in PBS.
Peroxidase revelations were performed with DAB (3,3’-diaminobenzidine

tetrahydrochloride), H,O, and CoCl,in PBS.

Results

Jplocys2a identification and sequence analyses

Jplpcys2a nucleotide sequence showed an ORF of 423 bp, and the deduced amino
acid sequence contained a signal peptide with cleavage site between amino acid residues
18 and 19 and four cysteine residues with a theoretical molecular weight of 15.6 kDa
(Figure 1).The G residue on N-terminal, the motif QxVxG and the PW at the C-terminal
are characteristic of family 2 cystatins, and are also conserved in Jplocys2a.The SND
inhibitory domain, which inhibits legumain/asparaginyl endopeptidases found in human

cystatin C, is absent in Jplocys2a, like other tick cystatins [4].

In silico antigenicity of cystatins and peptide selection

The alignment of Jplocys2a with R. microplus cystatins showed conserved regions
among the predicted amino acid sequences (Figure 2). The amino acid sequence
STQVEGREYYDTVL from Jplocys2a (STQpep) was selected for peptide synthesis in

accordance with the highest identity and antigenic region among all cystatins analyzed.

Production of recombinant cystatins
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Soluble recombinant BrBmcys2b, BrBmcys2c, and GST-Jplocys2a were expressed
in E. coli and purified by affinity chromatography. rGST-Jplocys2a was cleaved from
GST-tag by thrombin and the purified rJplocys2a was recovered (Figure 3). SDS-PAGE
showed that the conjugated rGST-Jplocys2a protein weight was about 42kDa (30 kDa
from rGST plus 12kDa from rJplocys2a), while the weight of cystatins was approximately
12kDa.These data are in accordance with in silico molecular weights estimation.
rBrBmcys2b and rBrBmcys2c were recognized by anti-histidine tag antibodies, and rGST-
Jplocys2a was recognized by anti-GST-HI in Western blot assay. The purified recombinant

cystatins were subsequently used in inhibitory and immunization assays.

rJplocys2a, rBrBmcys2b, and rBrBmcys2c inhibitory profile

Inhibitory assays were performed to characterize the specificity of riplocys2a,
rBrBmcys2b, and rBrBmcys2c for target enzymes (Figure 4 and Table 1). rJplocys2a,
rBrBmcys2b, and rBrBmcys2c modulated the activity of mammal cathepsins B, C, and L
at distinct patterns. rJplocys2a and rBrBmcys2b inhibited all cysteine cathepsins, showing
higher affinity for cathepsin L and B, respectively (Table 1). In contrast, rBrBmcys2c did
not inhibit cathepsin B, showing higher affinity for cathepsin C. Also, rJplocys2a,
rBrBmcys2b, and rBrBmcys2c inhibited these peptidases with apparent inhibition
constants between 0.45 and 154.7 nM. The exception was rJplocys2a, which shows Ki
higher than1 uM for cathepsin C. Cathepsin G, a serine protease, was not inhibited by

these recombinant cystatins.

Recognition of native and recombinant cystatins by hyperimmune sera
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Sera against STQpep, rBrBmcys2b and rBrBmcys2c were used to determine the
presence of cystatins in R. microplus tissues as well as the cross-antigenicity between
peptide, native, and recombinant cystatins (Figure5). Native cystatins present in saliva,
larvae, ovary, gut, salivary glands, and fat body (apparent molecular mass of 12kDa) were
differentially recognized by these sera. Native cystatins were recognized by anti-
rBrBmcys2b in all tissues (Figure5A), whereas anti-rBrBmcys2c sera recognized cystatins
in gut from partially engorged females and in ovary, salivary glands and fat body from
fully engorged females (Figure5B). rBrBmcys2b and native cystatins from partially and
fully engorged female salivary glands were recognized by anti-STQpep sera (Figure5C).
The hosts sera inoculated with PBS did not recognize native cystatins in these tissues (data
not shown). Furthermore, anti-rBrBmcys2b serum detected cystatin in hemolymph (Figure
5A), unlike anti-rBrBmcys2c and negative controls sera. Since these sera were raised
against STQpep and recombinant cystatins, this recognition shows the cross-antigenicity

between native and peptide/recombinant cystatins.

Phylogenetic analysis

A neighbor-joining tree constructed with cystatin amino acid sequences from
Ixodidae ticks is shown in Figure 6. We selected sequences of cystatins that have
inhibitory profile and tissue localization that have been characterized. In the tree
constructed, BrBmcys2b and BrBmcys2c grouped with other cystatins present in
saliva/salivary glands and gut, respectively, showing tissue localization conservation
between cystatin from the two branches of the tree. Jplocys2a grouped with the branch of
cystatins expressed mainly in gut, suggesting the importance of this cystatin in tick blood
digestion. All these cystatin are cathepsin L inhibitors, whereas cystatins that inhibit

cathepsin B and C are present in the two branches.
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Discussion

The function of cystatins in parasite physiological processes is a subject of
increasing interest among many research groups [3,49]. In ticks, however, only in recent
years did cystatin roles begin to be elucidated [4]. The main goals of these works were the
characterization of cathepsin targets, tissue localization and immune system modulation by
tick cystatins.To date, no 1. ovatus and only two R. microplus cystatin were biochemically
characterized [5,50]. In the present work, we characterized the inhibition profile of one 1.
ovatus and two R. microplus cystatins. To uncover the inhibitory profile of these cystatins,
we selected three cysteine proteases involved in host hemoglobin proteolytic degradation
cascade by ticks [51-53]. In enzymatic inhibition assays, rBrBmcys2b inhibited cathepsins
B, C, and L activities, and was detected in all tissues and secretions analyzed, suggesting
the broad enzymatic regulation by this inhibitor in R. microplus physiology. Among the
tissues from partially engorged females analyzed, BrBmcys2c was detected only in gut,
suggesting the role of BrBmcys2c in blood metabolism. A potential target for this cystatin
could be BmCL1, VTDCE and/or RmLCE, cathepsins from R. microplus that were
detected in tick gut during feeding stages [19,20,54]. The pattern of native BrBmcys2b and
BrBmcys2c expression corroborates previous gPCR results, which showed a higher mMRNA
transcripts expression in gut, as compared to other tick tissues [22]. The presence of
BrBmcys2b in tissue that showed no transcription for this cystatin gene maybe the result of
cystatin synthesis in gut, and its subsequent exportation to other tissues, similarly to other
tick proteins [21,55,56]. The presence in hemolymph of BrBmcys2b, but not BrBmcys2c,
supports this hypothesis. Jplocys2a inhibited cathepsins B, C and L at different levels.
Cathepsin L and B were highly inhibited, when compared to C inhibition. The

phylogenetic tree analysis show that Jplocys2a grouped together with gut cystatins,
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indicating that Jplocys2a could be secreted in I. ovatus gut lumen. In Ixodes ricinus blood
digestion, cathepsins B and L hydrolyze hemoglobin secondary large fragments, whereas
cathepsin C degrades it down to small fragments [51]. Therefore, Jplocys2a may have

major importance during modulation of initial hemoglobin degradation in blood digestion

by ticks.

In vitro and in vivo experiments have demonstrated the role of tick cystatins in the
modulation of host immune system components responsible for anti-parasite infestation
[10,16,57]. Similarly to Sialostatin L2[37], rBrBmcys2b and rBrBmcys2c were not
recognized by sera of tick-infested hosts (data not shown), indicating that the R. microplus
cystatins are not immunogenic for bovines when inoculated through tick bite. The presence
of BrBmcys2b in R. microplus saliva as well as its ability to inhibit cathepsin L suggests
the participation of this cystatin in mechanisms to avoid host immune system. Cathepsin L
is involved in mammal immune system process by MHC class I11-presentation pathway
regulation [58], as well as extracellular matrix breakdown during inflammation [59].
Cathepsin L secreted by macrophages inside tick feeding cavity would destroy host tissue
elasticity, which is required for the effective parasite attachment [10]. Inhibition of
cathepsin L by secreted tick cystatins would help tick feeding, whereas the absence of
these compounds would result in inflammation and parasite rejection due to the host’s
immune response. This outcome was observed in tick cystatin knock-down and vaccination
experiments [8,10,16,37]. Consequently, host cathepsin L inhibition would result in a
weaker immune response against tick infestation. The presence of BrBmcys2bin partially
and fully engorged female ovary indicated that this cystatin is important during egg

development. In ovary, a vitellin degrading cysteine endopeptidase (VTDCE) that plays a
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crucial physiological role in egg maturation through vitellin mobilization [21,54] is a

potential enzyme target for BrBmcys2b.

In silico and in vitro comparative cross-antigenicity analyses of tick proteins, as
CRTs [60], or GSTs [61], showed that, despite their high amino acid sequence
conservation between homologues, these proteins display different immunodominant
epitopes. Furthermore, antibodies against CRT and GST from H. longicornis were able to
recognize native and recombinant forms of R. microplus homologous proteins [60,61].
Moreover, when GST-HI was used in a vaccination trial against R. microplus infestation in
cattle, the number of engorged females decreased by around 50% [61]. To select
immunodominant epitopes to explore the potential of cystatin in an anti-tick vaccine, a
peptide from Jplocys2a was synthesized based on their antigenicity and similarity with R.
microplus cystatins, and used for rabbit immunization. This approach seems to be
interesting, because the immune response generated against designed peptide could be
directed to immunodominant protective epitopes in native proteins. Synthetic peptide
based vaccines have been studied as a strategy against malaria [62], hepatitis C [63,64],
foot-and-mouth disease [65], human papilloma virus [66] and Toxoplasma gondii [67].
Vaccination experiments using synthetic peptide from R. microplus Bm86 and
Plasmodium falciparum also induced antibodies that recognized proteins from which the
amino acid sequence had originated [68]. Furthermore, the peptides selected from R.
microplus Bm86 developed a protection in cattle ranging between 36% and 81% [68]. In
this work, STQ-pep immunization generating antibodies that recognize native and
recombinant R. microplus cystatins showed cross-reactivity in the selected peptide region.
The results reveal that the peptide construct is immunogenic, allowing to recognize

rJplocys2a by anti-STQpep antibodies. The cross-reaction of STQ-pep with native
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cystatins from R. microplus salivary glands and rBrBmcys2b paves the way for further

works testing this peptide for a cross-antigenic vaccine.

Conclusions

This work showed the differential presence of cystatins in R. microplus tick tissues,
and demonstrates that cathepsins B, C, and L are modulated by Jplocys2a, BrBmcys2b,
and BrBmcys2c to different degrees. These results suggest distinct tick physiological roles
for these cystatins: BrBmcys2b acts during blood meal processing, egg and larva
development, and in host immune system modulation; and BrBmcys2c and Jplocys2a act
mainly during blood meal processing. Future anti-hemostatic and immunomodulatory
experiments will better clarify the importance of Jplocys2a, BrBmcys2b, and BrBmcys2c

in tick physiology.
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Legends

Figure 1 Jplocys2a nucleotide and predicated amino acid sequences. The predicated
signal peptide (SignalP) is underlined. Cysteine residues are in gray and the conserved
cystatin motifs P1 (G), P Il (QxVxG), and P 11l (PW) are boxed.

Figure 2Conserved and antigenic tick cystatin regions forJplocys2apeptide selection.
Antigenic index plots for tick cystatins were predicted using the Jameson-Wolf algorithm.
Graphic increased positivity shows predictive antigenic sites. Alignment shows conserved
regions between Jplocys2a and R. microplus cystatins. Black boxes indicate conserved and
antigenic amino acid region for each sequence. Asterisk indicate the selected region for
peptide synthesis.

Figure 3 SDS-PAGE and Western blot of rJplocys2a, rBrBmcys2b and rBrBmcys2c
production. Western blot: purified rGST-Jplocys2a probed with anti-GST-HI primary
antibody and rabbit anti-1gG secondary antibody conjugate with alkaline phosphatase;
purified rBrBmcys2b and rBrBmcys2c probed with anti-histidine tag primary antibody
conjugate with alkaline phosphatase. Alkaline phosphatase revelations were performed
with NBT and BCIP.SDS-PAGE: Recombinant cystatins resolved by 14% SDS-PAGE
were stained with Coomassie blue G-250; purified rGST-Jplocys2abefore and after
thrombin cleavage (rGST and Jplocys2a); purified rJplocys2a, rBrBmcys2b and
rBrBmcys2c. MW: molecular weight.

Figure 4 Activity inhibition assay of cathepsins B, C, and L by rJplocys2a,
rBrBmcys2b, and rBrBmcys2c. Cathepsins B, C, and L were incubated with Z-Arg-Arg-
pNA (0.125 mM), Gly-Phe-pNA (1.8 mM), or Z-Phe-Arg-MCA (0.02 mM), respectively,
in the presence of different concentrations of rJplocys2a, rBrBmcys2b, and rBrBmcys2c.
The abscissa shows inhibitors concentration (nM, logso); the ordinate shows percentage of
remaining enzymatic activity. Incubation of cathepsins B, C, and L without rJplocys2a,
rBrBmcys2b, and rBrBmcys2c represents 100% of enzyme activity.
Figure5Cross-immunogenicity between native and recombinant tick cystatins. By
Western blot, R. microplus and I. ovatus recombinant cystatins or R. microplus tissue
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extracts were analyzed using sera (1:50) against: A) rBrBmcys2b; B) rBrBmcys2c C)
STQpep.SG, salivary glands; OV, ovary; FB, fatty body, S, saliva; H, hemolymph; L,
larva; SGp, salivary glands from partially engorged female; SGt, salivary glands from fully
engorged female; C2b, rBrBmcys2b; C2c, rBrBmcys2c; Clo, rJplocys2a. MW: molecular
weight. Anti-1gG alkaline phosphatase rabbit sera and peroxidase hamster sera conjugates
were used as secondary antibodies. Alkaline phosphatase revelations were performed with
NBT and BCIP. Peroxidase revelations were performed with DAB, H202 andCoCl..
Figure6Phylogenetic analysis of tick cystatins. R. microplus BrBmcys2b [GenBank:
KC816580], R. microplus BrBmcys2c [GenBank: KC816581], R. microplus Rmcystatin-3
[GenBank: AIX97454]; I. ovatus Jplocys2a [GenBank: KP253747]; 1. scapularis
sialostatin 1 [GenBank: AF483724], 1. scapularis sialostatin 2 [GenBank: DQ066048]; H.
longicornis Hicyst-2 [GenBank: DQ364159], H. longicornis Hlcyst-3 [GenBank:
EU426545]. Bootstrap values of 1,000 simulations are shown at the branches.
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Table 1

Cystatins dissociation constants (KIs) for different proteases

_ Enzyme Ki (nM)

Enzyme Family concentration rBrBmcys2b rBrBmcys2c Jplpcys2a
Cathepsin B * Cysteine protease 0.500 uM 0.82+0.35 n.i. 154.70 + 106.71
Cathepsin C* Cysteine protease 0.160 uM 26.65 = 6.75 045+0.12 >1uM
Cathepsin L 2 Cysteine protease 0.043 uM 2.48 £1.00 28.45+2.34 4.39+1.76
Cathepsin G 2 Serine protease 0.100 uM n.i n.i. n.i.

n.i., not inhibited in the presence of 0.5 pM recombinant cystatin;

'Bovine cathepsin;
?Human cathepsin.
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